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“É muito melhor lançar-se em busca de conquistas grandiosas, mesmo expondo-se 
ao fracasso, do que alinhar-se com os pobres de espírito, que nem gozam muito 
nem sofrem muito, porque vivem numa penumbra cinzenta, onde não conhecem 
nem vitória, nem derrota.” (Theodore Roosevelt).
RESUMO 
 
As doenças diarreicas são um problema de saúde pública e uma das principais 
causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Salmonella e Escherichia coli 
diarreogênicas (DEC) estão entre as principais causas de diarreia. Os objetivos 
deste trabalho foram caracterizar geneticamente e determinar o perfil de resistência 
aos antimicrobianos de estirpes de Salmonella e DEC isoladas no estado do Paraná. 
As amostras foram isoladas de culturas de fezes de pacientes envolvidos em surtos 
ou casos esporádicos de diarreia, sendo composta por 46 estirpes de Salmonella 
identificadas bioquimicamente e 66 estirpes de DEC incluindo 38 E. coli 
enteropatogênicas atípicas (aEPEC), 19 E. coli enteroagregativas (EAEC), 4 E. coli 
produtoras de toxina Shiga (STEC), 3 E. coli de aderência difusa (DAEC), 1 E. coli 
enteropatogênica (tEPEC) e 1 E. coli enteroinvasora (EIEC) previamente 
caracterizadas através de PCR. As estirpes de Salmonella foram analisadas por 
PCR para a identificação do gênero e sorotipagem molecular. A subtipagem foi 
realizada através da eletroforese em campo pulsado (PFGE) e amplificação de 
múltiplos loci de fagos (MAPLT). As DEC foram analisadas utilizando PFGE, PCR-
Multiplex para a determinação do grupo filogenético e quanto à presença de 10 
genes adicionais de virulência. O perfil de resistência aos antimicrobianos foi 
determinado pelo método de disco-difusão. As 46 estirpes de Salmonella foram 
molecularmente confirmadas quanto ao gênero e classificadas nos sorotipos 
Enteritidis (33 estirpes) ou Typhimurium (13 estirpes). A PFGE revelou um elevado 
coeficiente de similaridade (94,6%) entre Salmonella Enteritidis, e o perfil 
denominado PA/P1 foi compartilhado por 27 (81,8%) dessas estirpes. Duas estirpes 
de Salmonella Typhimurium foram não tipáveis por PFGE. As 11 restantes 
produziram 8 perfis de PFGE e 3 de MAPLT, indicando maior diversidade entre as 
bactérias deste sorotipo. Resistência a um ou mais antimicrobianos foi observada 
em 42 (91,3%) das estirpes, sendo resistência ao ácido nalidíxico a mais comum (39 
estirpes, 84,8%). Os resultados indicam que Salmonella Enteritidis é o sorotipo 
predominante no estado do Paraná, e o perfil PA/P1/MI/R1 o mais frequentemente 
associado com casos esporádicos de diarreia e envolvido com 7 de 9 surtos 
notificados. O poder discriminatório do MAPLT foi menor que da PFGE. Entre os 
isolados de E. coli uma estirpe de EAEC foi não tipável por PFGE e 59 perfis 
distintos foram observados entre as 65 DEC remanescentes. Apenas 2 perfis de 
PFGE foram compartilhados entre aEPEC e 2 entre EAEC. Quanto à filogenia 23 
(34,8%) estirpes foram classificadas no grupo B2, 19 (28,8%) no grupo A, 14 
(21,2%) no grupo D e 10 (15,2%) no grupo B1. A presença de um ou mais genes 
adicionais de virulência foi detectada em 57 (86,4%) DEC sendo astA (47%), que 
codifica a toxina termoestável de EAEC1, e a adesina iha (34,8%) os mais 
frequentes. O gene codificador da citotoxina subtilase (subAB) não foi detectado em 
nenhuma das estirpes. Resistência a um ou mais antimicrobianos foi observada 
entre 45 (68,2%) estirpes sendo a resistência à ampicilina a mais frequente (51,5%) 
e 14 estirpes apresentaram multirresistência. Este trabalho traz informações 
importantes para a epidemiologia das doenças diarreicas na região. 
 





Diarrheal diseases are a major public health problem and a major cause of morbidity 
and mortality worldwide. Salmonella and diarrheagenic Escherichia coli (DEC) are 
among the main causes of diarrhea. The objectives of this study were to characterize 
genetically and determine the resistance profile to antimicrobials of Salmonella and 
DEC isolated in Paraná state. The samples were isolated from stool cultures of 
patients involved in outbreaks and sporadic cases of diarrhea, consisting of 46 
Salmonella strains identified biochemically, and 66 strains DEC including 38 atypical 
enteropathogenic E. coli (aEPEC), 19 enteroaggregative E. coli (EAEC), 4 E. coli 
Shiga toxin producing (STEC), 3 diffuse adherence E. coli (DAEC), 1 
enteropathogenic E. coli (tEPEC) and 1 enteroinvasive E. coli (EIEC) previously 
characterized by PCR. Salmonella strains were analyzed by PCR to identify the 
genus and for molecular serotyping. Subtyping was performed by pulsed field gel 
electrophoresis (PFGE) and multiple amplification of phage loci typing (MAPLT). DEC 
were analyzed using PFGE, PCR-Multiplex for determining the phylogenetic group, 
and for the presence of 10 additional virulence genes. The antimicrobial resistance 
profile was determined by disk diffusion method. The 46 strains of Salmonella were 
molecularly confirmed regarding the genus and classified in serotypes Enteritidis (33 
strains) or Typhimurium (13 strains). PFGE revealed a high similarity coefficient 
(94.6%) among Salmonella Enteritidis, and the pattern PA / P1 was shared by 27 
(81.8%) of these strains. Two Salmonella Typhimurium strains were non-typeable by 
PFGE. The remaining 11 produced 8 PFGE pattern and 3 MAPLT, indicating greater 
diversity among bacteria of this serotype. Resistance to one or more antimicrobials 
was observed in 42 (91.3%) of the strains, with resistance to nalidixic acid being the 
most common (39 strains, 84.8%). Results indicate that Salmonella Enteritidis is the 
serotype predominant in Paraná state, and the profile PA / P1 / M1 was the most 
often associated with sporadic cases of diarrhea and involved in 7 of 9 reported 
outbreaks. The discriminatory power of MAPLT was lower than the PFGE. Among E. 
coli isolates, 1 EAEC strain was not typeable by PFGE and 59 different profiles were 
observed among the 65 DEC remaining. Only 2 PFGE profiles were shared between 
aEPEC and 2 between EAEC. In regard to phylogeny, 23 (34.8%) strains were 
classified as B2, 19 (28.8%) in group A, 14 (21.2%) in group D and 10 (15.2%) in 
group B1. The presence of one or more additional virulence genes was detected in 
57 (86.4%) DEC; astA (47%) encoding the heat-stable toxin EAEC1 and iha adhesin 
(34.8%) were more frequent. The gene encoding the subtilase cytotoxin (subAB) was 
not detected in any of the strains. Resistance to one or more antibiotics was 
observed in 45 (68.2%) strains, ampicillin resistance was the most common (51.5%); 
14 strains showed multidrug resistance. This study provides important information for 
the epidemiology of diarrheal diseases in the region. 
 
Keywords: molecular typing, Salmonella, diarrheagenic Escherichia coli, PFGE, 
phylogeny. 
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As doenças diarreicas são um grave problema de saúde pública nos países 
em desenvolvimento e permanecem como uma das principais causas de morbidade 
e mortalidade em todo o mundo 1; 2. A diarreia é responsável pela morte de 1 em 
cada 9 crianças no mundo todo 3 provocando a morte de cerca de 2.000 crianças por 
dia, impacto maior que a da AIDS, malária e sarampo combinados 4.  
Estudos epidemiológicos revelam que os agentes bacterianos mais 
comumente associados com diarreia são as linhagens diarreogênicas de Escherichia 
coli (DEC), Salmonella spp, Shigella spp e Campylobacter jejuni 5; 6; 7.  
Os patotipos diarreogênicos de Escherichia coli lideram como causa de 
diarreia infantil nos países em desenvolvimento além de causar diarreia do viajante e 
ser uma causa emergente de diarreia nos países industrializados  8; 9. As DEC 
atualmente são classificadas em 7 categorias principais: E. coli enteropatogênica 
(típica – tEPEC; atípica - aEPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E. coli 
enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa 
(EAEC) e E. coli que adere difusamente (DAEC) 10; 11. Cada um desses patotipos 
tem características distintas relacionadas à genética, epidemiologia, patogênese, 
manifestações clínicas e tratamento 12. 
A virulência é uma característica multifatorial e além dos marcadores de 
virulência específicos de cada patotipo, outros fatores de virulência podem estar 
associados com a patogênese das DEC. Os genes que codificam os fatores de 
virulência podem estar localizados no cromossomo, em ilhas de virulência e também 
em elementos genéticos móveis como plasmídeos, fagos e transposons, o que pode 
levar à transmissão horizontal dessas características entre as bactérias13. As 
estirpes de DEC podem conter diversos fatores associados com virulência tais como 
adesinas, que são fundamentais para o estabelecimento da bactéria no hospedeiro, 
enzimas, toxinas, entre outros que contribuem para a patogênese 14. 
A infecção por Salmonella em humanos e animais continua a ser um 
problema de saúde pública preocupante em todo o mundo. Estirpes de Salmonella 
estão entre os mais importantes patógenos transmitidos por alimentos, levando a 
milhões de casos de diarreia e liderando como a principal causa de surtos da 
doença no mundo todo.  Salmonella enterica subesp. enterica sorovar Enteritidis e 
14 
 
S. enterica subesp. enterica sorovar Typhimurium são os principais sorotipos de 
Salmonella isolados atualmente  15; 16; 17; 18; 19.  
O estudo de doenças infecciosas inclui questões de transmissibilidade e 
análise epidemiológica. Com base na investigação epidemiológica, os riscos para a 
saúde pública podem ser determinados e intervenções na propagação da doença 
podem ser concebidas 20; 21.  
Nas infecções de origem bacteriana a identificação dos isolados 
frequentemente é realizada através de análises fenotípicas como a biotipagem, 
resistência a antimicrobianos, sorotipagem, entre outras. Tais metodologias são 
também utilizadas como base para análises epidemiológicas. No entanto, com o 
avanço da biologia molecular tornou-se cada vez mais claro que as características 
fenotípicas são somente a expressão do genótipo, estando sujeitas a modificações, 
enquanto que a análise molecular permite uma discriminação melhor e mais 
confiável. Desta forma os métodos moleculares começaram a ser aplicados em 
áreas clinicamente relevantes incluindo as análises epidemiológicas 21. 
Salmonella e DEC são causas importantes de gastroenterite no Brasil 5; 22; 23; 
24, mas ainda há poucos estudos epidemiológicos, baseados em métodos 
moleculares realizados no país 25; 26; 27; 28; 29. 
Com a finalidade de colaborar para o estabelecimento de métodos mais 
sensíveis para a subtipagem de E.coli diarreogênicas e Salmonella spp no Paraná e 
confirmar surtos de diarreia causados por estes micro-organismos, este trabalho visa 
aplicar métodos de epidemiologia molecular para o estudo desses patógenos e 
determinar o seu perfil de resistência a antimicrobianos. Além disso, considerando a 
crescente associação de E.coli diarreogênicas em casos de diarreia no estado do 
Paraná, este trabalho também visa caracterizar essas estirpes de DEC quanto à 





2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Cerca de 1,7 bilhões de casos de diarreia ocorrem a cada ano envolvendo 
surtos e casos esporádicos da doença e afetando adultos e crianças 30; 31.Diarreia é 
uma das principais causas de morte em crianças abaixo de 5 anos de idade e é 
responsável pela morte de aproximadamente 760.000 crianças a cada ano. É 
também a principal causa de desnutrição causando um impacto negativo sobre o 
crescimento e desenvolvimento cognitivo das crianças 3; 4; 30. As diarreias são 
transmitidas principalmente através da ingestão de água e alimentos contaminados 
com enteropatógenos 30. 
No Brasil, de acordo com dados coletados pelo Ministério da Saúde, no 
período de 2000 a 2015 houve 10.666 surtos de doença diarreica notificados 
envolvendo 209.240 pessoas. Os principais agentes etiológicos identificados 
associados a esses surtos foram Salmonella spp e E.coli. No entanto a Organização 
Mundial da Saúde estima que, anualmente, mais de um terço da população mundial 
adoeça devido a surtos de doenças transmitidas por alimentos e somente uma 
pequena proporção é notificada. Portanto, a ocorrência de surtos pode ser muito 
maior 32; 33. 
 
2.1 Escherichia coli 
 
Escherichia coli é a bactéria anaeróbia facultativa encontrada em maior 
número na microbiota intestinal, onde é benéfica para o hospedeiro 10; 13. Este 
organismo faz parte da família Enterobacteriaceae, composta por bacilos Gram 
negativos, anaeróbios facultativos e fermentadores de glucose. Desenvolve-se bem 
em meios de cultura utilizados na rotina laboratorial como MacConkey e Teague 34.  
No entanto vários clones de E. coli adquiriram fatores específicos de 
virulência e desenvolveram a capacidade de causar um amplo espectro de doenças 
em humanos, estas são classificadas como E.coli patogênicas extra intestinais e 
E.coli diarreogênicas (DEC) 13; 35. 
As estirpes de E. coli podem ser classificadas em quatro grupos filogenéticos 
principais denominados A, B1, B2 e D. As estirpes virulentas extra intestinais 
pertencem principalmente ao grupo B2 e em menor grau ao grupo D enquanto que a 
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maioria das estirpes comensais pertence ao grupo A 36; 37. As DEC tem sido 
encontradas nos 4 grupos filogenéticos 38; 39; 40; 41. 
O tamanho do genoma varia entre os grupos filogenéticos, sendo que cepas 
dos grupos A e B1 têm o genoma menor que os grupos B2 e D 42. Os isolados 
também diferem de acordo com seus nichos ecológicos e presença de determinados 
fatores de virulência. Com isso, estirpes dos grupos B2 e D não são frequentemente 
encontradas em amostras ambientais 43. Já isolados de peixes, anfíbios, répteis e as 
amostras ambientais são geralmente classificadas nos grupos A ou B1 44.   
A determinação dos grupos filogenéticos pode ser realizada utilizando 
técnicas como eletroforese de enzima multilocus (MLEE), ribotipagem, polimorfismo 
de tamanhos de fragmentos de restrição (RFLP), tipagem de sequência multilocus 
(MLST) e reação em cadeia da polimerase. No entanto a metodologia mais utilizada 
na atualidade é a PCR, com destaque para a PCR triplex proposta por Clermont, 
Bonacorsi e Bingen 45. Esta é uma forma mais rápida e simples para classificação 
dos isolados de E. coli nos diferentes grupos filogenéticos através da detecção dos 
genes chuA, cujo produto é requerido para transporte de heme, yjaA cujo produto 
está envolvido na resposta ao estresse de E.coli frente ao peróxido de hidrogênio, 
cádmio e ácidos e na formação de biofilme, e do fragmento de DNA TSPE4.C2 que 
supostamente faz parte do gene que codifica para uma lipase esterase  46; 47; 48. 
As estirpes de E.coli que causam diarreia em humanos podem ser divididas 
em sete grupos: E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga 
(STEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogênica típica (tEPEC), E.coli 
enteropatogênica atípica (aEPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de 
aderência difusa (DAEC) 10; 13; 34. A FIGURA 1 representa os patotipos de DEC, seus 
principais marcadores de virulência e esquemas de patogenicidade, que serão 











FIGURA 1 - ESQUEMA DE PATOGENICIDADE DOS PATOTIPOS DE E.coli DIARREOGENICAS 
 
FONTE: KAPER, J. B.; NATARO, J. P.; MOBLEY, H. L. Pathogenic Escherichia coli. Nat Rev 
Microbiol, v. 2, n. 2, p. 123-40, 2004; adaptado e traduzido com permissão de Macmillan Publishers 
Ltd: [Nature Reviews Microbiology], copyright (2004). 
LEGENDA: a) EPEC adere aos enterócitos do intestino delgado, afeta a estrutura normal das 
microvilosidades induzindo a lesão característica attaching e effacing (A/E). Desarranjos no 
citoesqueleto são acompanhados por uma resposta inflamatória e diarreia. 1. Adesão inicial, 2. 
Translocação de proteína pelo sistema de secreção do tipo III, 3. Formação de pedestal. b) EHEC 
também induz a lesão do tipo A/E, mas no cólon. O fator diferencial de EHEC é a elaboração de 
toxinas Shiga (Stx) cuja absorção sistêmica leva a complicações potencialmente fatais. c) ETEC 
adere aos enterócitos do intestino delgado e induz diarreia aquosa pela secreção das enterotoxinas 
termolábil (LT) e/ou termoestável (ST). d) EAEC adere ao epitélio do intestino delgado e grosso em 
um espesso biofilme, elabora e secreta enterotoxinas e citotoxinas. e) EIEC invade as células do 
colon, lisa o fagossomo e move-se através da célula pela nucleação de filamentos de actina. A 
bactéria também pode se mover lateralmente através do epitélio pela propagação direta célula-célula 
ou pode sair e voltar a entrar pela membrana plasmática basolateral. f) DAEC induz um efeito de 
transdução de sinal característico nos enterócitos que se manifesta como o crescimento de projeções 
celulares que envolvem a bactéria aderente. AAF, fímbria de aderência agregativa; BFP, bundle-
forming pilus; CFA, antígeno de fator de colonização; DAF, fator de aceleração do decaimento; 
EAST1, toxina termoestável de EAEC 1; ShET1, enterotoxina 1 de Shigella. 
 
 
A identificação de estirpes diarreogênicas de E. coli exige a sua 
diferenciação dos membros não patogênicos que compõem a microbiota intestinal, o 
que não é possível através dos métodos microbiológicos convencionais 10. Assim, a 
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identificação destas estirpes centrou-se cada vez mais na detecção de 
características que determinam a virulência dessas bactérias, ou dos genes que as 
codificam e que sirvam como marcadores moleculares 49. A diferenciação desses 
patotipos pode requerer ensaios de adesão em células HEp-2 ou HeLa, testes de 
citotoxicidade, ensaios imunológicos, ensaios de hibridização de DNA e/ou PCR 
para detectar a presença de genes que codificam proteínas associadas com essas 
características 10; 50.  
 
Atualmente métodos moleculares tais como reação em cadeia da polimerase 
(PCR) e outros ensaios moleculares têm sido extensivamente utilizados para 
detectar os genes de virulência marcadores de E. coli envolvidas em infecções 
gastrointestinais 50. Além dos genes marcadores de cada patotipo, outros genes de 
virulência podem estar associados com a patogênese de DEC. 
 
2.1.1 Escherichia coli Enteropatogênica (EPEC) 
 
Escherichia coli enteropatogênica (EPEC) foi o primeiro patotipo de E.coli a 
ser descrito, identificado sorologicamente e associado com casos de diarreia em 
crianças, sendo a adesão um dos seus principais fatores de patogenicidade 49.  
Os principais sintomas clínicos da infecção causada por EPEC são diarreia 
aquosa acompanhada de febre, mal-estar e vômitos. Essas bactérias causam 
doença primariamente em crianças menores de 2 anos de idade. A provável 
explicação para a razão da resistência relativa de adultos e crianças mais velhas à 
infecção causada por EPEC é a perda de receptores específicos reconhecidos pela 
bactéria e o desenvolvimento de imunidade 10; 51.  
As estirpes de EPEC produzem um padrão de adesão característico, 
denominado de aderência localizada, em células Hep-2 ou HeLa  13; 52. Neste 
modelo, as bactérias se ligam a áreas localizadas na superfície celular, formando 
microcolônias compactas (clusters bacterianos) que podem ser visualizadas 3 horas 
após o contato das bactérias com as células. Esse fenômeno está associado à 
presença do plasmídeo EAF (EPEC adherence factor) 10 que codifica 2 operons 
relacionados com virulência, bfp e perABC. O último codifica reguladores requeridos 
para expressão de ambos os operons bem como do regulador Ler da ilha de 
patogenicidade LEE presente no cromossomo. O operon bfp codifica os genes 
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necessários para a biossíntese do pílus BFP que interconecta as bactérias formando 
microcolônias no epitélio do intestino delgado e promove a sua estabilização 10; 14; 51; 
53.  
O principal mecanismo da patogênese de EPEC é a lesão attaching and 
effacing (A/E). Esta é caracterizada pela aderência íntima da bactéria à superfície 
das células epiteliais, seguida de destruição das microvilosidades, formação de 
pedestal e agregação polarizada de moléculas de α-actina, bem como de outros 
componentes do citoesqueleto situados abaixo do sítio de adesão, devido ao 
aumento dos níveis de cálcio intracelular e de proteína quinase C (FIGURA 1- a) 10; 
13; 54. 
O desenvolvimento da lesão A/E depende da expressão de vários genes 
localizados em uma região de 35 kb do cromossomo de EPEC, denominada Locus 
of Enterocyte Effacement (LEE). LEE é uma ilha de patogenicidade que contém 
vários genes associados com virulência, entre eles o gene eae que codifica para a 
intimina, uma proteína necessária para a adesão íntima da bactéria à célula 
hospedeira e o desenvolvimento da lesão e o gene que codifica Tir, proteína 
translocada através do sistema de secreção do tipo III e inserida na membrana da 
célula hospedeira onde funciona como receptor para a intimina10; 55; 56; 57; 58. 
Além dos fatores de virulência codificados pelo plasmídio EAF e pela ilha de 
patogenicidade LEE, as EPEC podem expressar outros fatores codificados em 
regiões cromossômicas externas à LEE. Diversas proteínas efetoras não codificadas 
por LEE (nle) foram descritas em estirpes de EPEC e E.coli enterohemorrágica 
(EHEC) dentre elas, as proteínas NleB e NleE e a toxina multifuncional Efa1/LifA 59 
51; 60; 61. 
NleE e NleB são codificadas pelos genes nleB e nleE respectivamente e 
fazem parte do mesmo operon 62; 63; 64. Essas proteínas são injetadas nas células 
intestinais através do sistema de secreção do tipo três (SSTT) que transfere 
proteínas do citoplasma da bactéria diretamente para o citoplasma da célula 
hospedeira, onde irão provocar diversos efeitos associados com a patogenicidade 65; 
66. As proteínas NleE e NleB estão envolvidas na diminuição da resposta imune do 
hospedeiro. NleE suprime a ativação de p65 do fator transcricional NF-kB, do núcleo 
da célula hospedeira enquanto que NleB bloqueia a translocação da subunidade p65 
do fator transcricional NF-kB. A inibição de NF-kB está associada com o decréscimo 
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da expressão de citocinas pró inflamatórias (IL-8, TNF-α e IL-6) no epitélio intestinal 
infectado o que contribui para a sobrevivência da bactéria no hospedeiro 61; 67; 68. 
 
A linfostatina denominada LifA (lymphocyte inhibitory fator), produto do gene 
lifA, que induz uma profunda supressão da ativação de linfócitos humanos foi 
descrita em EPEC 69. Simultaneamente o gene efa1 (EHEC fator for adherence) que 
codifica para uma adesina foi descrito em EHEC sorotipo O111:H-  70. Os genes que 
codificam para Efa1 e LifA são virtualmente idênticos possuindo 99,9% de identidade 
na sequência de nucleotídeos e são atualmente reconhecidos como efa1/lifA 69; 71. 
O produto do gene efa1/lifA (Linfostatina/EFA-1) é considerada uma grande 
toxina multifuncional e é expressa em várias bactérias patogênicas gram negativas. 
Linfostatina/EFA-1 apresenta a habilidade de inibir a proliferação de linfócitos 
humanos, a síntese de IL-2, IL-4, IL-5 e interferon gama e também foi descrita sua 
participação na ligação e colonização do intestino 69; 71; 72; 73; 74; 75. 
 
2.1.1.1 Escherichia coli Enteropatogênica típica e Escherichia coli Enteropatogênica 
atípica 
  
As EPEC são classificadas em dois grupos: EPEC típica (tEPEC) e EPEC 
atípica (aEPEC). As estirpes de EPEC são consideradas típicas se possuem os 
genes eae e bfp. As EPEC atípicas possuem o gene eae, mas não contem bfp 10; 11; 
13; 76.  
O plasmídio EAF não é essencial para a formação das lesões do tipo A/E, 
mas evidências indicam que bfp desempenha um papel na adesão à célula 
hospedeira aumentando a eficiência da formação da lesão 55; 76; 77. 
As EPEC típicas correspondem aos sorotipos clássicos de EPEC como 
O55:NM, O55:H6 e O111:NM. Este patotipo foi uma das principais causas de 
diarreia persistente em crianças de países em desenvolvimento. No entanto, na 
última década tem sido observada uma queda na frequência de casos de diarreia 
causados por tEPEC, o que foi acompanhado da emergência e número crescente de 
casos provocados pelas EPEC atípicas, tanto nos países desenvolvidos quanto nos 
em desenvolvimento 35; 76. Estudos mostram que as aEPEC estão associadas com 
diarreias agudas prolongadas que podem durar em média 14 dias 78; 79. As estirpes 
de tEPEC e aEPEC também diferem no padrão de aderência. Enquanto as tEPEC 
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mostram somente o padrão de aderência localizada (LA), as aEPEC podem 
apresentar padrão de aderência denominado LA-like (LAL), caracterizado por micro 
colônias menos compactas e menos densas que as LA, padrão de aderência difusa 
(DA), ou o padrão de aderência agregativa (AA) 80; 81; 82; 83. 
 
2.1.2 Escherichia coli Produtora de Toxina Shiga (STEC) 
 
E.coli produtoras de toxina Shiga (STEC) foram reconhecidas em 1982 
quando foram isoladas de pessoas envolvidas em surtos de diarreia sanguinolenta 
associada com a ingestão de hambúrgueres mal cozidos em fast foods e também de 
casos esporádicos de síndrome urêmico hemolítica 84; 85. Na ocasião E. coli sorotipo 
O157:H7, ate então raramente isolado de humanos, foi associada com o surto e 
denominada E. coli enterohemorrágica (EHEC) devida aos sintomas causados. 
Posteriormente foi mostrado que essas bactérias provocavam um efeito citopático 
irreversível em culturas de células Vero, o que levou à denominação E. coli 
Verotoxigênica (VTEC), e HeLa 85; 86 que podia ser neutralizado com antitoxina 
preparada contra a toxina de Shigella dysenteriae 1 10; 86. A caracterização da toxina 
levou por fim à designação E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), que engloba 
outros sorotipos além do O157:H7 51.  
As STEC são identificadas pela produção de uma potente toxina 
denominada toxina Shiga 87. Esta toxina é o principal fator de virulência dessas 
bactérias que podem provocar desde diarreia não complicada a complicações 
graves como colite hemorrágica, púrpura trombocitopênica trombótica (TTP) e 
síndrome urêmico hemolítica (SUH), podendo ser fatal 10; 85; 88; 89.  
Existem dois tipos principais dessas toxinas, que são denominadas toxina 
Shiga1 (Stx1) e toxina Shiga 2 (Stx2). Toxina Shiga 1 é 98% homóloga à toxina Stx 
produzida por Shigella dysenteriae tipo 1 enquanto Stx2 apresenta homologia em 
torno de 60% com Stx1 e é antigenicamente diferente 10; 13; 87; 90. Além das toxinas 
Stx1 e Stx2 as STEC podem apresentar outros fatores de virulência que estão 
distribuídos de forma heterogênea entre as estirpes e que podem influenciar sua 
virulência 13. Dentre eles destaca-se a intimina, também presente em tEPEC e 
aEPEC. Os subgrupos de STEC que contém a ilha de patogenicidade LEE que 
codifica a intimina são denominados frequentemente como EHEC, termo utilizado 
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para designar estirpes mais virulentas, e também são capazes de causar lesões 
attaching and effacing (FIGURA 1- b) 10; 51. 
Outra toxina identificada em algumas estirpes de STEC é a citotoxina 
subtilase (SubAB) pertence a uma família de toxinas AB5 produzidas principalmente 
por um subgrupo de STEC mais virulentas 91. Esta citotoxina é codificada por dois 
genes cotranscritos (subA e subB) localizados no plasmídeo de virulência, 
designado pO113. A subunidade A é uma serina protease semelhante à subtilase e 
a citotoxicidade para células eucarióticas é devida a uma clivagem altamente 
específica de BiP/GRP78, uma família essencial de chaperonas Hsp70 localizada no 
retículo endoplasmático (RE). Essas chaperonas têm como função guiar o 
dobramento correto das proteínas no RE além de regular a sinalização de resposta 
ao estresse no RE. Assim, a clivagem de BiP pela toxina desencadeia sérias 
consequências para a sobrevivência da célula 91; 92.  
A subunidade B tem especificidade para terminais glicanos no ácido siálico 
N-acetilmurâmico. Seu papel na patogênese da doença em humanos ainda não está 
estabelecido, mas sabe-se que SubAB é letal para camundongos  provocando 
danos microvasculares, trombose e necrose em múltiplos órgãos, incluindo cérebro, 
rins e fígado 92. 
Além disso, a enterohemolisina, citotoxina que apresenta atividade citolítica 
tanto em células humanas como células animais também foi descrita em algumas 
STEC. Esta toxina causa lise de eritrócitos, liberando a hemoglobina e 
consequentemente ferro, necessário para o crescimento bacteriano 93. 
A produção de enterohemolisina por STEC tem sido associada com doenças 
de maior severidade. No entanto, a maneira como ela participa na patogênese de 
STEC ainda não é bem compreendida 94, mas parece contribuir para o 
desenvolvimento de síndrome urêmico hemolítica 51. A enterohemolisina é codificada 
pelo gene ehxA, também denominado EHEC-hlyA, presente em um plasmídeo 
encontrado em quase todas as STEC O157:H7 e amplamente distribuído entre as 
STEC não O157 95; 96; 97.  
Outro gene de origem plasmidial é o katP localizado no plasmídio pO157 
presente em algumas estirpes de STEC que codifica uma enzima bifuncional 
catalase-peroxidase denominada KatP 98. A produção dessa enzima que degrada 
peróxidos contribui para a colonização bacteriana no intestino por ajudá-la no 
escape das defesas do hospedeiro 98; 99; 100. 
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O gene iha codifica para uma adesina (Iha) homóloga à IrgA de Vibrio 
cholerae. Iha é uma proteína de membrana externa (OMP), descrita inicialmente em 
STEC O157:H7 e parece ser importante para o desenvolvimento da doença. O papel 
de Iha na colonização intestinal de humanos e animais ainda não é bem 
compreendido, mas estudos mostram que a mutação no gene iha de EHEC provoca 
o decréscimo na colonização intestinal em modelo animal 101; 102; 103. Além de STEC, 
o gene iha também foi detectado nos patotipos aEPEC e EAEC 104; 105.  
 
2.1.3  Escherichia coli Enterotoxigênica (ETEC) 
  
As ETEC são uma importante causa de diarreia nos países em 
desenvolvimento e são a principal causa da “diarreia do viajante” 34; 106; 107.  
Estas bactérias estão distribuídas numa grande variedade de sorogrupos, 
que abrangem pelo menos 78 grupos O e 34 H. Os sorogrupos O mais comuns são 
O6, O8, O15, O20, O25, O27, O49, O63, O78, O128, O148, O153, O159, O167 e 
O169, sendo os grupos O e H mais fortemente associados O8:H9, O78:H12 e 
O25:H42 34; 108.  
As ETEC são caracterizadas pela produção de uma ou ambas as toxinas 
termolábil (LT) e termoestável (ST). Uma ou ambas as toxinas podem ser expressas 
109 (FIGURA 1- c) 9; 10; 13; 109. A colonização do intestino por ETEC é mediada por 
uma ou mais proteínas fimbriais ou fatores de colonização fibrilares (CFs) que são 
denominados CFA (antígenos de fator de colonização), CS (antígeno de superfície 
de coli) ou PCF (provável fator de colonização) seguidos por um número. Mais de 20 
CFAs foram caracterizados e a maioria das ETEC isoladas de humanos expressa 
CFA/I, CFA/II ou CFA/IV 9; 13. Os genes das CFAs usualmente são codificados em 
plasmídeos, que também codificam as enterotoxinas ST e LT 10. 
Após a colonização do intestino delgado as ETEC liberam as toxinas 13; 110. 
LT, codificada pelo gene lt, é uma toxina do tipo AB5 (1 subunidade do tipo A e 5 
subunidades do tipo B) intimamente relacionada em estrutura e função com a 
enterotoxina colérica de Vibrio cholerae. Existem 2 grupos principais de LT, LT-I e 
LT-II, que diferem nas propriedades imunes e na afinidade das subunidades B aos 
receptores. Geralmente LT-I está associada com doenças em humanos 51. O 
mecanismo de ação de LT inclui a ligação das subunidades B5 aos receptores 
gangliosídios GM1 na superfície da célula hospedeira e a internalização da 
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subunidade A catalítica que ADP-ribosila Gsα inibindo a sua atividade de GTPase e 
aumentando os níveis de cAMP. Isso resulta na perda de flúidos e eletrólitos na luz 
intestinal. 9; 13; 51; 109; 111.  
As toxinas ST são divididas em duas classes: STa (também chamada de ST-
I) e STb, que diferem em estrutura e mecanismos de ação. As toxinas ST de ambas 
as classes são codificadas pelos genes st encontrados predominantemente em 
plasmídeos e alguns em transposons 9; 10. Praticamente só as toxinas da classe STa 
estão associadas com doença em humanos 13. 
A toxina STa liberada no intestino delgado causa aumento dos níveis de 
cGMP nas células hospedeiras levando à secreção de cloreto e fluido na luz 
intestinal 13; 14, o que tem sido considerado como a causa da diarreia aquosa. No 
entanto, estudos in vivo realizados em ratos sugerem que a diarreia causada por ST 
pode ser devida ao comprometimento da absorção de fluidos 51; 112. 
 
2.1.4 Escherichia coli Enteroinvasora (EIEC) 
 
EIEC são intimamente relacionadas à Shigella spp quanto ao perfil 
bioquímico, genético e patogênese, e compartilham fatores de virulência essenciais. 
Estudos genéticos mostram que Shigella e EIEC são taxonomicamente 
indistinguíveis ao nível de espécie, mas devido à importância do significado clínico 
da Shigella a distinção na nomenclatura ainda é mantida 13; 113. 
A patogênese da EIEC é semelhante à de Shigella e inicia-se com a invasão 
das células epiteliais do intestino, seguida pela lise do vacúolo endocítico, 
multiplicação intracelular e disseminação da bactéria nos enterócitos, levando à 
destruição dos mesmos (FIGURA 1- e)10; 13; 14; 114.  
Além da invasão e disseminação dentro das células epiteliais, que pode 
resultar em disenteria (fezes diarreicas com muco e sangue) EIEC e Shigella 
também produzem enterotoxinas secretoras que intensificam a diarreia 115. Esses 
eventos podem provocar uma forte reação inflamatória que se manifesta como 
ulcerações intestinais 10; 116. 
Embora as infecções com estirpes de EIEC possam resultar em colite 
inflamatória invasiva e disenteria, e evoluir para bacteremia em pacientes com 
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síndrome da imunodeficiência adquirida, na maioria das vezes essas bactérias 
causam apenas diarreia aquosa 10; 116. 
A patogenicidade de EIEC e Shigella está em grande parte associada com a 
presença de um plasmídio de virulência denominado pInv, que contêm os genes 
necessários para a invasão e disseminação bacteriana nas células do hospedeiro  
10. O plasmídio contém o locus mxi-spa que codifica o SSTT e proteínas efetoras Ipa 
(IpaA, ipaB, ipaC, ipaD e ipaH) que foram implicadas na reorganização do 
citoesqueleto para promover a captação e posterior escape da bactéria do 
fagossomo e apoptose em macrófagos. O gene ipaH (invasion plasmid antigen) é 
um gene multicópias presente tanto no pInv quanto no cromossomo, o qual é 
exclusivamente encontrado em Shigella e EIEC13; 117;10; 118. 
 
2.1.5 Escherichia coli que adere difusamente (DAEC) 
 
O termo “E.coli que adere difusamente” foi inicialmente usado para se referir 
a qualquer estirpe de E.coli HEp-2 aderente que apresentava padrão de adesão 
distinto dos da EPEC (adesão localizada). Posteriormente DAEC foi reconhecida 
como uma categoria independente de E.coli potencialmente patogênica 10 definido 
pelo padrão característico de adesão difusa às células HEp-2 bem como em células 
HeLa 119. Estudos mostram que DAEC está associada particularmente à diarreia em 
crianças maiores de 12 anos de idade 13; 119; 120.  
O padrão de adesão difusa apresentado pelas DAEC é mediado por 
adesinas codificadas por uma família de operons, que expressam adesinas fimbriais 
(F1845 e Dr) e não fimbriais (AfaE-I e AfaE III) 121. A fímbria F1845 é codificada pelo 
gene daaE que pode estar presente tanto no cromossomo bacteriano como em 
plasmídeos 13; 119. Aproximadamente 75% das estirpes de DAEC produzem a fímbria 
de adesão F1845. Esta fímbria pertence à família Dr de adesinas, que usam DAF 
(uma proteína de membrana, que normalmente protege células de danos pelo 
sistema complemento) como receptor. 
As DAEC induzem um efeito citopático caracterizado pelo desenvolvimento 
de extensões celulares longas que envolvem a bactéria aderente efeito este, 
desencadeado pela ligação da F1845 ao receptor DAF (FIGURA 1- f) 13. Além deste 
efeito, essas estirpes de E. coli também são capazes de provocar reação 
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inflamatória nas células intestinais através da indução de secreção de IL-8, citocina 
capaz de estimular a migração de leucócitos polimorfonucleares 122.  
 
2.1.6  Escherichia coli Enteroagregativa (EAEC)  
 
EAEC foi reconhecida em 1987 ao ser isolada de uma criança chilena que 
apresentava diarreia persistente 123. Este grupo de DEC é uma causa comum da 
diarreia do viajante e foi identificado como a causa de vários surtos de diarreia entre 
adultos e crianças em países desenvolvidos e em desenvolvimento 12; 124; 125.  
As EAEC são definidas pelo padrão de aderência agregativa (AA) às células 
HEp-2 caracterizado pela auto-aglutinação proeminente entre as bactérias na 
superfície celular, descrita como “tijolos empilhados” 10; 13; 124. 
Os plasmídeos de aderência agregativa (pAA) têm sido utilizados como 
marcadores em estudos epidemiológicos e para a identificação da EAEC. Estes 
plasmídeos codificam vários genes de virulência tais como as fimbrias de aderência 
agregativa (AAF-I e II) 126, a toxina termoestável de E. coli enteroagregativa 1 
(EAST-1) 127 e o ativador transcricional AggR 128. Entretanto a distribuição de fatores 
de virulência em EAEC é bastante heterogênea 10. 
A patogênese da EAEC inicia-se com colonização da mucosa intestinal, 
através de fímbrias de aderência agregativa (AAFs), seguida pela estimulação da 
secreção de muco na célula hospedeira, aprisionando as bactérias em um biofilme 
predominantemente no cólon (FIGURA 1- d), o que pode impedir a absorção 
intestinal podendo provocar desnutrição principalmente em crianças. Além disso, 
esses patógenos podem secretar enterotoxinas e citotoxinas na mucosa intestinal 
que podem desencadear uma resposta inflamatória e diarreia secretória 51; 129; 130.  
O ativador transcricional AggR, codificado pelo gene aggR, é regulador de 
um conjunto de genes de virulência de EAEC incluindo os que codificam fatores de 
aderência agregativa, fímbrias AAF / I e AAF / II 128, a proteína dispersina 131 e um 
grande aglomerado de genes de uma ilha de patogenicidade inserida no locus PheU 
12 e tem sido utilizado como marcador para este patotipo de E. coli 132. A presença 
do gene aggR caracteriza as EAEC típicas e a sua ausência, as EAEC atípicas 126. 
A enterotoxina termostável de E.coli enteroagregativa (EAST 1), codificada 
por um gene plasmidial (astA), foi a primeira toxina de EAEC a ser reconhecida e 
melhor caracterizada 111. Embora esta toxina tenha 50% de similaridade com STa de 
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ETEC, elas são geneticamente e antigenicamente distintas. Acredita-se que EAST1 
contribui para a diarreia aquosa por induzir o aumento de cGMP nas células 
intestinais levando à secreção de ânions e fluidos na luz intestinal. No entanto, o 
gene que codifica para EAST1 também pode ser encontrado em muitos isolados de 
E. coli comensais e, consequentemente, o papel dessa toxina na patogênese da 
diarreia permanece incerto 125; 129; 133. 
Entre os fatores de virulência de EAEC, as proteínas autotransportadoras 
tem um relevante papel na patogênese dessas bactérias. A proteína Pic é uma das 
proteínas autotransportadoras descritas. Ela é uma serina protease codificada pelo 
gene cromossomal pic, tem atividade de mucinase e está envolvida na colonização 
da mucosa intestinal e na indução da hipersecreção de muco 125; 134. Além disso, 




O gênero Salmonella pertence à família Enterobacteriaceae e está 
amplamente difundido na natureza (água, solo, animais e alimentos) devido a 
contaminação por fezes de indivíduos portadores ou doentes podendo infectar tanto 
o homem quanto os animais domésticos e selvagens 135; 136.  
De acordo com sistema usado pelo Centers for Disease Control and 
Prevention (CDC), taxonomicamente são reconhecidas duas espécies de 
Salmonella: S. enterica que compreende 6 subespécies: I (Salmonella enterica 
subesp. enterica), II (Salmonella enterica subesp. salamae), IIIa (Salmonella enterica 
subesp. arizonae), IIIb (Salmonella enterica subesp. diarizonae), IV (Salmonella 
enterica subesp. houtenae) e VI (Salmonella enterica subesp. indica); e S. bongori 
(V). Membros dessas sete subespécies podem ser sorotipadas em mais de 2500 
diferentes sorovariedades de acordo com os antígenos somáticos (O) e flagelares 
(H) 136; 137; 138; 139.  
Cerca de 1500 dos 2500 sorotipos conhecidos pertencem a S. enterica 
subsp. enterica (I). Dentro dessa subespécie estão contidos cerca de 99,5% dos 
sorotipos mais comumente isolados. Além disso, as estirpes pertencentes a esses 
grupos causam aproximadamente 99% das infecções por Salmonella em humanos e 
animais de sangue quente 136; 137.   
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Sorotipos de S. enterica subespécies II, IIIa, IIIb, IV e VI e S. bongori são 
geralmente isolados de animais de sangue frio e do ambiente, mas raramente de 
humanos 137; 140. 
A infecção por Salmonella em humanos e animais continua a ser um 
problema de saúde pública preocupante em todo o mundo. Estirpes de Salmonella 
estão entre os mais importantes patógenos transmitidos por alimentos, levando a 
milhões de casos de diarreia e surtos no mundo todo, sendo a espécie S. enterica a 
principal causa de surtos e casos esporádicos de diarreia em humanos 15; 16; 141; 142. 
Estima-se que Salmonella cause 93,8 milhões de casos de gastroenterite 
mundialmente a cada ano resultando em 155,000 mortes 141. 
Existem quatro formas de infecção por Salmonella: gastroenterite, sepse, 
febre entérica e colonização assintomática. A gastroenterite, que é o foco deste 
trabalho, é a forma mais comum de salmonelose, sendo os sorovares Salmonella 
Enteritidis e Typhimurium as principais causas atualmente 15; 114; 143; 144. 
Os sintomas da infecção usualmente aparecem 6-48 horas após o contato e 
incluem febre, dor abdominal, diarreia (as fezes podem conter sangue, leucócitos e 
muco), náuseas e vômitos. A doença dura geralmente 4-7 dias e a maioria das 
pessoas se recupera sem tratamento. No entanto, em crianças e idosos a 
antibioticoterapia pode ser necessária 143; 145. 
Alguns sorotipos como Salmonella Typhimurium tem um amplo espectro de 
hospedeiros, infectando uma grande variedade de animais. Outros como Salmonella 
Typhi e Salmonella Paratyphi A são altamente adaptados a humanos e não causam 
doença em outros hospedeiros 140. 
O diagnóstico da infecção por Salmonella é crítico para a detecção e 
controle da doença. O diagnóstico clássico de Salmonella é baseado em métodos 
fenotípicos tais como a cultura, perfil bioquímico e tipagem sorológica 146; 147 que 
requer vários dias. Nos últimos anos, métodos para identificação baseados em PCR 
para os sorotipos mais relevantes de Salmonella foram desenvolvidos 148; 149; 150; 151. 
Tais métodos podem oferecer uma alternativa efetiva à sorotipagem tradicional 
possibilitando um rápido diagnóstico, o que pode ter um significante impacto no 





2.3 TIPAGEM MOLECULAR 
 
O estudo de doenças infecciosas inclui questões de transmissibilidade e 
análise epidemiológica. A investigação epidemiológica é fundamental para a saúde 
pública, e além da identificação dos patógenos fornece base para intervenções em 
relação à propagação da doença. Para as infecções de origem bacteriana, a 
identificação de isolados geralmente é realizada utilizando análises fenotípicas que 
também têm sido usadas como uma base para a avaliação epidemiológica 20; 21. 
Com o avanço da biologia molecular tornou-se cada vez mais claro que as 
características fenotípicas são somente a expressão do genótipo de um organismo, 
cuja análise pode expressar melhor sua verdadeira identidade. Desta forma os 
métodos moleculares começaram a ser aplicados em áreas clinicamente relevantes 
incluindo as análises epidemiológicas 21.  
Tipagem é a identificação de diferentes tipos de organismos dentro de uma 
mesma espécie. A tipagem pode ser realizada utilizando métodos fenotípicos ou 
genotípicos. Os sistemas tradicionais de tipagem baseados no fenótipo tais como 
sorotipagem, biotipagem, fagotipagem ou antibiograma, têm sido utilizados por 
muitos anos. No entanto, métodos que examinam a relação de isolados ao nível 
molecular (tendo o material genético como alvo) revolucionaram a capacidade de 
diferenciação entre tipos bacterianos 153; 154.  
Uma das metodologias amplamente utilizadas com o intuito de se discriminar 
linhagens bacterianas de uma mesma espécie é a eletroforese em campo pulsado 
(PFGE). Para essa análise o DNA bacteriano total é digerido com enzimas de 
restrição que clivam o cromossomo em grandes fragmentos que são então 
separados em gel de agarose utilizando campos elétricos alternados em diferentes 
ângulos. A PFGE permite a separação de fragmentos de DNA de grande tamanho 
(acima de 20 kb e até cromossomos inteiros) o que não é possível com a 
eletroforese convencional. A separação ocorre com a alternância periódica de um 
campo elétrico direcionado de forma alternada. Desta forma as moléculas são 
permanentemente forçadas a modificar a orientação em que se movem e como as 
menores se orientam mais rapidamente em relação ao campo elétrico, migram mais 
rapidamente pelo gel 152; 154; 155; 156.  
A eletroforese em campo pulsado é considerada como padrão ouro para 
subtipagem e continua a ser a técnica mais utilizada mundialmente na investigação 
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de surtos 147; 152; 154; 156. Para subtipagem de E. coli e Salmonella há procedimentos 
padronizados pelo PulseNet 157.  
Recentemente, métodos alternativos têm sido desenvolvidos para subtipar 
os isolados de Salmonella como a amplificação randômica de DNA polimórfico (do 
inglês, randon amplified polymorphic DNA; RAPD), análise de múltiplos locus de 
repetições em tandem de número variável (do inglês, multiple-locus variable-number 
of tandem repeats analysis; MLVA) 147; 152; 158 e a tipagem molecular por amplificação 
de múltiplos loci de fagos (MAPLT) que é um ensaio baseado em PCR para a 
amplificação de sequencias genômicas de fagos temperados de Salmonella 159. O 
método foi testado com diferentes conjuntos de primers e mostrou um bom poder 
discriminatório para os sorotipos Typhimurium e Enteritidis de Salmonella e 
apresentou também bom potencial como uma ferramenta para estudos 




Desde 2013 o Laboratório de Bacteriologia Clínica da Universidade Federal 
do Paraná vem se dedicando ao estudo de bactérias enteropatogênicas. 
Inicialmente voltado para pesquisa de STEC 161 e posteriormente incluindo as DEC 
23; 24. Estudos sobre tipagem de Salmonella foram iniciados em 2002 162 e desde 
2010 tem sido realizada a busca de DEC, Salmonella spp, Shigella spp, 
Campylobacter spp, Aeromonas spp, Plesiomonas shigelloides, Vibrio spp e Yersinia 
enterocolitica em fezes diarreicas de adultos e crianças do estado no Paraná. Foi 
mostrado que Salmonella spp foi isolada predominantemente de surtos de diarreia 
enquanto que DEC e Aeromonas spp em casos esporádicos da doença. No entanto 
essas bactérias não foram caracterizadas utilizando técnicas de tipagem molecular.  
Baseado na importância de Salmonella e DEC como agentes de diarreia e o 
impacto dos estudos epidemiológicos na definição das políticas e intervenções na 
saúde pública, é fundamental que esses patógenos sejam analisados através de 
metodologias que permitam distinguir os isolados pertencentes a uma mesma 
espécie/sorotipo e identificar eventuais clones associados com surtos da doença, ou 
mais virulentos, ou ainda multirresistentes e conhecer a diversidade genotípica e das 





3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Determinar o perfil genético e de resistência aos antimicrobianos de estirpes 
de Salmonella spp e Escherichia coli diarreogênicas isoladas no estado do Paraná. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
-Realizar a identificação molecular do gênero e principais sorotipos de Salmonella;  
-Determinar os perfis de PFGE dos isolados de Salmonella spp; 
-Determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos dos isolados; 
-Definir o número de clones (PFGE) de Salmonella spp e comparar com o perfil de 
resistência aos antimicrobianos; 
-Subtipar estirpes de Salmonella utilizando a técnica de “tipagem de múltiplos loci de 
fagos (MAPLT)”; 
-Determinar os perfis de PFGE dos isolados de E.coli diarreogênicas; 
-Determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos das estirpes; 
-Definir o número de clones (PFGE) e comparar com o perfil de resistência aos 
antimicrobianos; 
-Determinar o grupo filogenético das estirpes de E.coli diarreogênicas; 






4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 





A amostra foi composta por 46 estirpes de Salmonella spp e 66 estirpes de 
E.coli diarreogênicas isoladas de culturas fecais humanas de pacientes residentes 
em diversas cidades do estado do Paraná que estão indicadas na figura abaixo. 
 
FIGURA 2 - CIDADES DO ESTADO DO PARANÁ NAS QUAIS FORAM ENCONTRADAS 

















FONTE: O autor, adaptação de LACEN PR, 2016
163
. 





















4.1.1 Isolados de Salmonella spp 
As estirpes de Salmonella foram isoladas de fezes diarreicas de adultos e 
crianças envolvidos em 9 surtos e em casos esporádicos de diarreia ocorridos em 
diversas cidades do estado do Paraná durante o período de junho de 2010 a maio 
de 2013 (FIGURA 2). As amostras foram fornecidas pelo Laboratório Central do 
Estado (LACEN-PR) e Laboratório Municipal de Curitiba nas quais as estirpes de 
Salmonella spp foram isoladas e identificadas através de métodos bioquímicos 
convencionais 146. Parte das estirpes (33 isolados) foram sorotipadas, com a 
utilização de antisoros e identificadas como pertencentes ao sorotipo Enteritidis 24. 
 
4.1.2 Isolados de Escherichia coli diarreogênicas 
 
As estirpes de Escherichia coli diarreogênicas foram isoladas de fezes 
diarreicas de adultos e crianças (53 estirpes) e também de pacientes controles 
saudáveis (13 estirpes) de diversas cidades do Paraná durante os períodos de 
março a outubro de 2007 23 e de junho de 2010 a janeiro de 2012 24. As 66 estirpes 
de Escherichia coli diarreogênicas foram identificadas utilizando o protocolo de PCR 
multiplex Fialho et al 23 e incluem 38 aEPEC, 19 EAEC, 4 STEC, 3 DAEC, 1 tEPEC e 
1 estirpe de EIEC. 
 
4.1.3. Estirpes utilizadas como controle  
 
E. coli EPEC 258FA 24 e Salmonella sorotipos Typhimurium, Livingstone, 
Saint Paul, Newport, Muenster, London, Enteritidis, Javiana, Panama, Derby, 
Weltevreden, previamente sorotipadas no Laboratório de referência nacional 
Fundação Oswaldo Cruz, foram utilizadas como controles na identificação do gênero 
Salmonella dos sorotipos Enteritidis e Typhimurium. 
 E. coli EPEC 258FA 24 também foi utilizada como controle positivo para a 
amplificação dos genes chuA, yjaA e do fragmento de DNA TSPE4.C2. 
 Foram utilizadas como controles positivos na detecção de genes adicionais 
de virulência em DEC as estirpes de STEC O157:H7 (nleE, nleB, efa1/lifA), 12 SF 




4.2 CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO 
 
As bactérias foram mantidas em TSB/glicerol 20% a -20ºC. Para reativação, 
as bactérias foram cultivadas em ágar MacConkey (Oxoid; Basingstoke, UK) e 
incubadas overnight a 35ºC. Para a realização da PFGE as bactérias foram 
semeadas em ágar triptona de soja (TSA, Difco; Sparks MD, USA) e incubadas a 
37ºC por 14-16 horas. 
 
4.3 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
As culturas realizadas em ágar MacConkey incubadas a 35°C durante 18-24 
horas foram utilizadas para a extração de DNA utilizando o método de fervura 166. 
Cerca de cinco colônias isoladas foram coletadas com uma alça bacteriológica e 
transferidas para um tubo tipo Eppendorf, capacidade de 1,5 ml, contendo 500 μl de 
água destilada estéril. As suspensões foram fervidas por 10 minutos para liberação 
do DNA e então centrifugadas a 14.000 rpm (microcentrífuga Eppendorf modelo 
5410) por 2 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e 
mantidos a -20ºC até o momento da análise por PCR. 
 
4.4 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE Salmonella 
 
Para a identificação molecular das estirpes de Salmonella foi utilizado o 
sistema de PCR desenvolvido por Alvarez et al 148 modificado para a identificação do 
gênero Salmonella e somente dos sorotipos Enteritidis e Typhimurium. A PCR triplex 
foi realizada em volume final de 25 μl, contendo 2,5 μl de tampão da Taq DNA 
Polimerase Máxima Hot Start® (Fermentas Life Sciences; Vilnius, LT) (10X), 1,5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTP, 1U da Taq DNA Polimerase Máxima Hot Start®, 1 μl de DNA 
e 10 pmol de cada um dos 3 pares de primers (sintetizados pela Invitrogen Waltham, 
USA) cujas sequências e tamanhos dos amplicons estão indicados na TABELA 1. 
As reações foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems®) 
programado para 1 ciclo a 95°C (2 minutos), 30 ciclos a 95°C (1 minuto), 57°C (1 




TABELA 1 – SEQUÊNCIA DOS PRIMERS E TAMANHO DOS AMPLICONS DA PCR PARA 
IDENTIFICAÇÃO DO GÊNERO E SOROTIPOS DE Salmonella 
 




OMPC (Gênero) ompC F-ATCGCTGACTTATGCAATCG 204 
148
 
  R-CGGGTTGCGTTATAGGTCTG   
ENT (Enteritidis) sdf I F-TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 304 
148
 
  R-TGAACTACGTTCGTTCTTCTGG   
TYPH (Typhimurium) spy F-TTGTTCACTTTTTACCCCTGAA 401 
148
 
  R-CCCTGACAGCCGTTAGATATT   
FONTE: O autor (2016). 
 
Foram realizados no mínimo 2 experimentos independentes para cada 
estirpe. 
 
4.5 DETECÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR 
 
Os produtos das reações de PCR foram detectados por eletroforese em gel 
de agarose a 2,0% utilizando como tampão o Tris/Borato/EDTA (TBE) 1X 
concentrado (preparado de TBE 5X contendo 0,44 M de Tris base, 0,45 M de ácido 
bórico e 0,01 M de EDTA [pH 8,3]). A separação eletroforética foi realizada a 38 V 
durante 2 horas. Os géis foram corados durante 15 minutos em solução de brometo 
de etídio 0,5 mg/ml 167, visualizados em transiluminador ultravioleta e a imagem 
registrada com câmera digital. 
 
4.6 SUBTIPAGEM MOLECULAR POR AMPLIFICAÇÃO DE MÚLTIPLOS LOCI DE 
FAGOS (MAPLT)  
 
A técnica de MAPLT (Multiple Amplification of Phage Loci Typing), baseada 
na reação em cadeia da polimerase, foi utilizada para subtipagem das estirpes de 
Salmonella. Foi utilizado um conjunto de sete pares de primers que tem como alvo 
loci de 3 fagos encontrados comumente no genoma de Salmonella (ST64B, ST64T e 
P22) os quais apresentaram resultados variados para estirpes de Salmonella 
Enteritidis e Salmonella Typhimurium 158; 159; 160; 168. Os loci testados foram 
SB46ST64B, SB28ST64B, gtrAp22, gtrBp22, C1ST64B, SB21ST64B e SB26ST64B. Os primers 
foram sintetizados pela Invitrogen e as sequências e o tamanho dos amplicons então 
indicados na TABELA 2.  
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As reações foram realizadas em termociclador Veriti® (Applied 
Biosystems®) e os volumes e as concentrações dos reagentes utilizados na reação 
de PCR para tipagem por MAPLT são os mesmos descritos acima no item 4.4. Os 
primers SB46ST64B e SB28ST64B foram testados em PCR duplex utilizando o seguinte 
programa: 1 ciclo a 95°C (2 minutos), 30 ciclos a 95°C (30 segundos), 58°C (1 
minuto), 72°C (2 minutos) e um ciclo final a 72°C (5 minutos). Os primers gtrBp22, 
c1ST64B, SB21ST64B e SB26ST64B foram testados individualmente utilizando as mesmas 
condições; para gtrAp22 a única diferença foi a temperatura de anelamento de 61°C 
(1 minuto). A detecção dos produtos PCR foi realizada de acordo com o item 4.5.  
 
TABELA 2 – SEQUÊNCIA DOS PRIMERS E TAMANHO DOS AMPLICONS NA TIPAGEM DE 
Salmonella POR MAPLT 
 





c1ST64B c1ST64B F-TGTGTCGTTTGAGTGACTGCG 548 
160
 
  R-TTCTAGGCTGGCTGACTGC   
SB21ST64B   SB21ST64B   F-CTGTAT GGTTATATCGATTATCTGG 478 
160; 168 
  R-GATTTCCTTTGCCCAGA TGACG   
SB26ST64B SB26ST64B F-GACA CCATCAATGTATGGATCGC 477 
159
 
  R-AGGTTATCTATAATTCCGACCTGG   
SB28ST64B SB28ST64B F-TGCAGTCAAGAGGACGTCC 589 
159
 
  R-TGCCGATATGCTGATCTGGC   
SB46ST64B SB46ST64B F-CATTGATGGTATCGAAGTTCGCC 401 
160
 
  R-ATCTTATCGGCAGCCATACC   
gtrAp22   gtrAp22   F-AGACCTTTCCGAATCCGCTG 336 
160
 
  R-TAATTGCCGAGAAAGTGATAAGGG   
gtrBp22   gtrBp22   F-CTTTCT CGGCAATTAGCCTG 423 
160
 
  R-TTAGCCAGCACCATATCCGC   
FONTE: O autor (2016). 
 
Foram realizados no mínimo dois experimentos independentes para cada 
estirpe. 
 
4.7 DETERMINAÇÃO DO GRUPO FILOGENÉTICO DE E. coli DIARREOGÊNICAS 
 
A determinação do grupo filogenético das DEC foi realizada utilizando o 
protocolo de PCR triplex desenvolvido por Clermont, Bonacorsi e Bingen et al 45. Os 
volumes e as concentrações dos reagentes utilizados nas reações de PCR são os 
mesmos descritos acima no item 4.4 com exceção dos primers que foram utilizados 
nas concentrações de 8 pmol para o chuA, 12 pmol para YjaA e 10 pmol para 
TspE4C2. Os primers foram sintetizados pela Bioneer (Daejeon, KR) e suas 
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sequências e tamanhos dos amplicons estão indicados na TABELA 3. Segundo 
Clermont, Bonacorsi e Bingen 45 com os resultados dessas reações é possível 
determinar os quatro grupos filogenéticos principais de E. coli denominados A, B1, 
B2 e D de acordo com a FIGURA 3.  
 
FIGURA 3 – ÁRVORE PARA DETERMINAÇÃO DO GRUPO FILOGENÉTICO DE Escherichia coli 
 
FONTE: CLERMONT, BONACORSI E BINGEN 
45
. 
NOTA: Esquema utilizado para determinação do grupo filogenético de estirpes de E.coli segundo 




A reação de PCR foi realizada em termociclador Veriti utilizando os ciclos de 
amplificação descritos na TABELA 3. A detecção dos produtos de PCR foi realizada 
em gel de agarose como descrito no item 4.5.  
 
TABELA 3 – SEQUÊNCIA DOS PRIMERS, CICLOS DE AMPLIFICAÇÃO E TAMANHO DOS 
AMPLICONS DA PCR PARA DETERMINAÇÃO DO GRUPO FILOGENÉTICO DE 
DEC 
 




ChuA ChuA F-GACGAACCAACGGTCAGGAT 30s a 94°C, 30s a 55°C  279 
  R-TGCCGCCAGTACCAAAGACA e 30s a 72°C  
YjaA YjaA F-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 30s a 94°C, 30s a 55°C  211 
  R-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC e 30s a 72°C  
TspE4.C2 TspE4.C2 F- GAGTAATGTCGGGGCATTCA 30s a 94°C, 30s a 55°C  152 
  R-CGCGCCAACAAAGTATTACG e 30s a 72°C  
FONTE: Adaptada de CLERMONT, BONACORSI E BINGEN 
45
. 
LEGENDA: *Antes de iniciar os 30 ciclos de amplificação foi realizado um ciclo de 5 min a 94°C e 
após os 30 ciclos um ciclo de 7 min a 72°C. 
 




4.8 DETECÇÃO DE GENES ADICIONAIS DE VIRULÊNCIA EM E. coli 
DIARREOGÊNICAS 
 
Foi investigada a presença de 10 genes de virulência nas estirpes de E. coli 
diarreogênicas através da reação em cadeia da polimerase. Os genes de virulência 
pesquisados, as sequências dos primers utilizados e tamanho dos amplicons estão 
indicados na TABELA 4. Os primers foram sintetizados pela empresa Bioneer exceto 
o primer ehxA que foi sintetizado pela Invitrogen.  
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TABELA 4 – SEQUÊNCIA DOS PRIMERS, PROPRIEDADES E TAMANHO DOS AMPLICONS PARA A DETECÇÃO DOS GENES ADICIONAIS DE 
VIRULÊNCIA DE E.coli DIARREOGÊNICAS. 
 
Primer Gene Propriedade  Patotipos* Sequência (5’→ 3’) Tamanho do 
Fragmento (pb) 
Referência 
nleE nleE Proteína efetora E não  EPEC, EHEC F-CTAATACTCAGGGCGTGTCC 192 
169
 
  codificada por LEE  R-ACCGTCTGGCTTTCTCGTTA   
nleB nleB Proteína efetora B não  EPEC, EHEC F-GGTGTGCTGGTAGATGGA 175 
169
 
  codificada por LEE  R-CAGGGTATGATTCTTGTTTATG   
pic pic Mucinase envolvida na EAEC F-AGCCGTTTCCGCAGAAGCC 1.111 
170
 
  colonization (Pic)  R-AAATGTCAGTGAACCGACGATTGG   
astA astA Enterotoxina termoestável I  EAEC F-TGCCATCAACACAGTATATCCG 102 
170
 
  EAEC (EAST1)  R-ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT   
efa1/lifA efa1/lifA Fator de aderência de EHEC  EPEC, EHEC F-TATCAGGCCAATCAAAACAG 974 
171
 
  (Efa1) idêntico a lifA (linfostatina)  R-AGACACTGGTAAATTTCGC   
aggR aggR Fator ativador transcricional de  EAEC F-GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254 
172
 
  AAF/I e AAF/II  R-ACAGAATCGTCAGCATCAGC   
Iha iha adesina Iha (homóloga à adesina STEC F-CAGTTCAGTTTCGCATTCACC 1305 
173
 
  IrgA )  R-GTATGGCTCTGATGCGATG   
katP katP Catalase/peroxidase STEC F-CTTCCTGTTCTGATTCTTCTGG 2125 
98
  
  (codificada pelo plasmídio pO157)  R-AACTTATTTCTCGCATCATCC   
subAB subAB Citotoxina subtilase  STEC F-TATGGCTTCCCTCATTGCC 556 
171
 
    R-TATAGCTGTTGCTTCTGACG   
ehxA ehxA Enterohemolisina  STEC F-GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534 
87
 
       R-AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT   
FONTE: O autor (2016). 




Os volumes e as concentrações dos reagentes utilizados na reação de PCR 
são os mesmos descritos acima no item 4.4. A reação de PCR foi realizada em 
termociclador Veriti utilizando os ciclos de amplificação descritos nas TABELAS 5 a 
9. A detecção dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose 
como descrito no item 4.5.  
As condições utilizadas na amplificação do gene nleE estão descritas na 
tabela abaixo.  
 
TABELA 5 – PROGRAMA UTILIZADO NA REAÇÃO DE PCR PARA nleE 
Etapa Temperatura Duração Nº de Ciclos 
Desnaturação 94°C 5min 1 
Desnaturação 94°C 30s 30 
Anelamento 61°C 20s 30 
Extensão 72°C 40s 30 
Extensão 72°C 7min 1 
FONTE: O autor (2016). 
 
Para os genes nleB e subAB as condições foram as mesmas diferindo 
apenas na temperatura de anelamento que foi de 56°C para ambos. 
 
Na TABELA 6 estão descritas as condições utilizadas para a amplificação do 
gene efa1/lifA.  
 
TABELA 6 – PROGRAMA UTILIZADO NA REAÇÃO DE PCR PARA O GENE efa1/lifA 
Etapa Temperatura Duração Nº de Ciclos 
Desnaturação 94°C 5min 1 
Desnaturação 94°C 30s 30 
Anelamento 58°C 30s 30 
Extensão 72°C 1:30min 30 
Extensão 72°C 7min 1 
FONTE: O autor (2016). 
 
Para os genes iha e ehxA as condições foram as mesmas diferindo apenas 
na temperatura de anelamento que foi de 56°C e 65°C respectivamente. 
 
O programa utilizado para a amplificação do gene astA está descrito na 






TABELA 7 – PROGRAMA UTILIZADO NA REAÇÃO DE PCR PARA O GENE astA 
Etapa Temperatura Duração Nº de Ciclos 
Desnaturação 94°C 5min 1 
Desnaturação 94°C 30s 30 
Anelamento 63°C 20s 30 
Extensão 72°C 30s 30 
Extensão 72°C 7min 1 
FONTE: O autor (2016). 
 
Para o gene aggR as condições foram as mesmas diferindo apenas na 
temperatura de anelamento que foi de 59°C. 
 
Para a amplificação dos genes pic e katP foram utilizados os programas 
descritos nas TABELAS 8 e 9 respectivamente. 
 
TABELA 8 – PROGRAMA UTILIZADO NA PCR PARA O GENE pic 
Etapa Temperatura Duração Nº de Ciclos 
Desnaturação 94°C 5min 1 
Desnaturação 94°C 30s 30 
Anelamento 58°C 30s 30 
Extensão 72°C 1:40min 30 
Extensão 72°C 7min 1 
FONTE: O autor (2016). 
 
TABELA 9 – PROGRAMA UTILIZADO NA REAÇÃO DE PCR GENE katP 
Etapa Temperatura Duração Nº de Ciclos 
Desnaturação 94°C 5min 1 
Desnaturação 94°C 40s 30 
Anelamento 57°C 20s 30 
Extensão 72°C 2:10min 30 
Extensão 72°C 7min 1 
FONTE: O autor (2016). 
 
Foram realizados no mínimo dois experimentos independentes para cada 
estirpe. 
Os produtos das reações de PCR foram detectados como descrito no item 
4.5. 
 
4.9 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA) 
 
A suscetibilidade aos antimicrobianos para 11 isolados de Salmonella e 21 
E.coli diarreogênicas foi determinada pelo método de disco-difusão, utilizando os 
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discos de antimicrobianos e o meio Mueller-Hinton ágar produzidos pela Oxoid, de 
acordo com o documento M100-S21 do Clinical Laboratory Standards Institute 
(CLSI) 174. Para as demais estirpes o perfil de resistência foi determinado 
anteriormente 175; 24 utilizando disco-difusão. 
Para os isolados de Salmonella foram testados ampicilina (10 µg), 
amoxacilina/ácido clavulânico (20/10 μg), sulfametaxazol/trimetoprim (23,75/1,25 
μg), ceftazidima (30 μg), ertapenem (10 µg), meropenem (10 μg), imipenem (10 μg), 
aztreonam (30 µg), cefalotina (30 µg), ceftriaxona (30 µg), cefoxitina (30 μg), ácido 
nalidíxico (30 µg), tetraciclina (30 µg), gentamicina (10 µg), cloranfenicol (30 µg), 
ciprofloxacina (5 μg) e levofloxacina (5 μg).  
Para as estirpes de DEC foram testados ampicilina (10 µg), amoxacilina/ 
ácido clavulânico (20/10 μg), sulfametaxazol/trimetoprim (23,75/1,25 μg), 
piperacilina/tazobatam (100/10 μg), ceftazidima (30 μg), meropenem (10 μg), 
imipenem (10 μg), aztreonam (30 µg), cefalotina (30 µg), ceftriaxona (30 µg), 
cefotaxima (30 µg), cefoxitina (30 μg), cefepime (30 µg), tetraciclina (30 µg), 
gentamicina (10 µg) e ciprofloxacina (5 μg).  
 
4.10 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)  
 
A eletroforese em campo pulsado foi realizada para a subtipagem de 
Salmonella e DEC visando definir o número de clones de cada patógeno 
identificados no estado do Paraná e a respectiva relação com surtos e/ou casos 
esporádicos de diarreia.  
A técnica foi realizada de acordo com o protocolo recomendado pelo Pulse 
Net Internacional 157; 176 para estirpes de Salmonella spp e E.coli diarreogênicas e 
foram realizados no mínimo dois experimentos independentes de PFGE para cada 
estirpe. A PFGE envolve várias etapas incluindo o cultivo bacteriano e ajuste da 
densidade ótica da cultura, preparo dos plugs, lise celular, digestão do DNA 
imobilizado e por fim a eletroforese em campo pulsado descritos resumidamente a 
seguir. 
Após o cultivo bacteriano, realizado em TSA como descrito no item 4.2, a 




4.10.1 Preparo dos plugs 
 
Os plugs foram preparados com a agarose SeaKem Gold a 1% em tampão 
TE (Tris 10 mM [pH 8,0], EDTA 1 mM [pH 8,0]). Após a fusão da agarose, o gel foi 
mantido em banho-maria em temperatura entre 55°C a 60°C até o momento da 
utilização. 
As suspensões de células foram preparadas com colônias bacterianas 
removidas da placa de ágar com alça bacteriológica estéril e transferidas para tubos 
Falcon de 50 ml contendo 2 ml de tampão de suspensão celular (CSB) (Tris 100 Mm 
[pH 8,0], EDTA 100 Mm [pH 8,0]). A concentração de cada suspensão celular foi 
ajustada para uma densidade óptica de 0,8 - 1,0, medida em espectrofotômetro em 
comprimento de onda de 610 nm.  
Uma alíquota de 400 µl de cada suspensão de células foi transferida para 
um tubo estéril tipo Eppendorf de 1,5 ml contendo 20 µl de proteinase K (20 mg/ml) e 
homogeneizada suavemente com a pipeta. Na sequência 400 µl do gel de agarose 
foi adicionado a cada suspensão celular, homogeneizado suavemente e então a 
mistura foi transferida para os poços do molde. Após a solidificação dos blocos de 
agarose contendo as suspensões bacterianas (plugs), estes foram removidos dos 
moldes e armazenados em tubo do tipo Eppendorf de 1,5 ml contendo 1,3 ml de 
tampão para lise celular (CLB; Tris 50 mM [pH 8,0], EDTA 50 mM [pH 8,0], Sarcosil 
1%) e mantidos a 4°C até o momento do uso. 
 
4.10.2 Lise celular nos plugs de agarose 
 
Foram transferidos 5 ml de tampão de lise celular e 25 µl de proteinase K 
(20 mg/ml) para tubos Falcon de 50 ml. Na sequência, cada plug solidificado foi 
transferido para um tubo Falcon contendo a mistura preparada anteriormente e 
incubado em banho-maria a 54-55ºC por 3 horas. Nesta etapa o detergente sarcosil, 
presente no tampão de lise celular lisa as membranas celulares auxiliando na 







4.10.3 Lavagem dos plugs 
 
Após as 3h os plugs foram removidos do banho-maria e o tampão de lise 
descartado. Então foi feita a adição de 15 ml de água estéril pré-aquecida a 54-55°C 
no tubo Falcon contendo o plug e este foi incubado a 54-55°C por 13 minutos. Após 
esse período a água foi removida e foi repetido o mesmo procedimento mais duas 
vezes e então, após desprezar a água, foram adicionados 15 ml de tampão TE 
estéril pré-aquecido a 54-55°C ao tubo que foi então incubado por 13 min a 54-55°C 
e este procedimento foi repetido mais duas vezes completando 6 ciclos de lavagem 
no total. 
 
4.10.4 Digestão do DNA imobilizado 
 
A digestão do DNA imobilizado das estirpes de Salmonella spp e E. coli 
diarreogênicas foi realizada utilizando a endonuclease de restrição Xbal (Fermentas 
Life Sciences; Vilnius, LT) como enzima primária. AvrII (Thermo Scientific; Waltham, 
USA) foi utilizada como enzima secundária somente com Salmonella nos casos em 
que os padrões de PFGE obtidos com a enzima primária foram indistinguíveis. 
Os plugs foram fracionados em três partes de aproximadamente 2 mm de 
espessura e transferidos para um tubo contendo 200 µl incluindo 20 µl do tampão 
Tango 10X, água ultrapura estéril 177 µl e 3 µl da enzima (30U da enzima de 
restrição). Os tubos contendo as fatias de plugs foram incubados em gelo por uma 
hora e então levados à estufa a 37ºC por 16 horas.  
Após a incubação as tiras foram deixadas em repouso à temperatura 
ambiente por 5 minutos e então colocadas nos poços de um gel de agarose SeaKem 
Gold a 1% preparada em TBE 0,5X. 
 
4.10.5 Condições de eletroforese 
 
As corridas eletroforéticas foram realizadas utilizando o sistema CHEF-DR® 
III (Bio-Rad, Hercules CA, USA). Para as estirpes de Salmonella as condições foram: 




Para as estirpes de E.coli diarreogênicas as condições foram as mesmas 
exceto pelo tempo de pulso variando entre 6,8 a 35,3 segundos.  
Salmonella sorotipo Braenderup (ATCC® BAA-664™) foi utilizada como 
marcador para determinar o tamanho dos fragmentos de DNA. A bactéria foi 
preparada como descrito acima. 
Após a corrida eletroforética os géis foram colocados em solução de 
brometo de etídio e os fragmentos de DNA visualizados em transiluminador UV 
como descrito no item 4.5. 
 
4.10.6 Análise dos géis 
 
As imagens dos géis foram analisadas com o software BioNumerics 7.5  
(Applied Maths, Keistraat, Belgium) e os padrões de bandas foram comparados 
utilizando a análise de cluster com o coeficiente de similaridade Dice e UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic mean) para gerar dendrograma com 
1,5% de otimização e 1,5% de tolerância de bandas. Somente os fragmentos de 
DNA entre 20,5 a 1135 kb foram incluídos nos perfis de PFGE. A diferenciação entre 
os perfis foi julgada de acordo com os critérios descrito por Barrett, Gerner-Smidt e 
Swaminathan 154, sendo os perfis considerados como distintos quando qualquer 
diferença no número e posição de bandas foi observado.  
 
4.10.7 Índice discriminatório 
 
A capacidade discriminatória (D) da PFGE foi calculada de acordo com 




 D = Capacidade ou índice discriminatório 
 N = número total de estirpes na população amostral 
 S = número total de perfis descritos 




O poder discriminatório de um método de tipagem é a sua capacidade para 
distinguir entre as linhagens não relacionadas com base na probabilidade de duas 
estirpes independentes serem caracterizadas como o mesmo clone. Este índice 
discriminatório pode ser usado para comparar métodos de tipagem e selecionar o 







5.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR DE Salmonella 
 
A FIGURA 4 sintetiza os resultados obtidos nas reações de PCR para 
identificação de bactérias do gênero Salmonella e dos sorotipos Enteritidis e 
Typhimurium. Como esperado, as estirpes previamente identificadas através do 
perfil bioquímico, bem como os controles positivos, tiveram sua identificação como 
Salmonella confirmada através de PCR.  
Em relação a PCR para a sorotipagem molecular, entre as estirpes de 
Salmonella utilizadas como controles, resultados positivos foram observados 
somente para as estirpes que pertencem aos sorotipos Enteritidis e Typhimurium 
confirmando assim a especificidade dos primers. Para E. coli  não foi observada 
amplificação com nenhum dos primers utilizados. 
Entre as 46 estirpes isoladas de pacientes 33 (71,7%) foram caracterizadas 
a nível molecular como pertencentes ao sorotipo Enteritidis, incluindo aquelas 
previamente identificadas utilizando antisoro 24. As 13 (28,3%) estirpes restantes 
foram identificadas como pertencentes ao sorotipo Typhimurium.  
 
FIGURA 4 – PERFIS REPRESENTATIVOS DE AMPLIFICAÇÃO GÊNICA OBTIDA POR PCR PARA 
IDENTIFICAÇÃO DE Salmonella E OS SOROTIPOS Enteritidis E Typhimurium 
 
 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Gel de agarose a 2,0% dos produtos de PCR. Linha M, marcador de massa molecular 
100 pb (Axygen). Linhas 2-4, resultados obtidos para as estirpes 134FA, 135FA e 136FA 
respectivamente representando Salmonella Enteritidis; Linha 5 estirpe 68FA, Salmonella 
Typhimurium;  Linha 6 Salmonella Livingston; Linhas 7 e 8 estirpes 137FA e 62FA, Salmonella 
Enteritidis. O fragmento de 204pb representa o amplicon referente à OMPC que identifica o gênero 
Salmonella; o fragmento de 304pb (ENT) identifica o sorotipo Enteritidis e o fragmento de 401pb 
(TYPH) caracteriza o sorotipo Typhimurium.  
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5.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE Salmonella  
 
De acordo com o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos as estirpes de 
Salmonella foram classificados em 7 grupos designados R0 a R6 como descrito na 
TABELA 10. O perfil de resistência de cada estirpe isoladamente está mostrado na 
FIGURA 5.  
Entre as 46 estirpes de Salmonella analisadas apenas quatro, (07FA, 23FA, 
37FA e 51FA) todas pertencentes ao sorotipo Typhimurium, foram sensíveis a todos 
os antimicrobianos testados. Trinta e nove estirpes (84,8%) foram resistentes ao 
ácido nalidíxico estando entre elas todas as estirpes do sorotipo Enteritidis (33). Três 
estirpes de Salmonella Typhimurium (154FA, 191FA, 60FA) apresentaram 
resistência a 3 ou mais antimicrobianos de classes distintas (multirresistência) 








TABELA 10 – PADRÃO DE RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE Salmonella 
Antimicrobiano(s)  Sorotipo/(Número de estirpes) Perfil de Resistência 
Nenhum S.Typhimurium (4) R0 
Ácido Nalidíxico S.Enteritidis (33), S.Typhimurium (3) R1 
Tetraciclina S.Typhimurium (2) R2 
Ácido Nalidíxico, Ampicilina, Sulfametoxazol/Trimetoprim, Tetraciclina, Cloranfenicol S.Typhimurium (1) R3 
Ácido Nalidíxico, Ampicilina, Tetraciclina, Cloranfenicol S.Typhimurium (1) R4 
Ácido Nalidíxico, Sulfametoxazol/Trimetoprim S.Typhimurium (1) R5 
Ampicilina, Tetraciclina, Cloranfenicol S.Typhimurium (1) R6 





5.3 DETERMINAÇÃO DOS PERFIS GENÉTICOS DE Salmonella POR PFGE 
 
Onze perfis de PFGE distintos com a enzima XbaI, que foram designados 
sequencialmente de PA a PK, contendo de 10 a 19 fragmentos, foram identificados 
entre os isolados (FIGURA 5). O índice discriminatório da PFGE para o sorotipo 
Salmonella Enteritidis foi de 0,32. Três perfis relacionados (PA, PB, PC) foram 
distinguidos entre as estirpes pertencentes ao sorotipo Enteritidis. PA foi o perfil 
predominante compartilhado por 27 (81,8%) estirpes de Salmonella Enteritidis. O 
perfil B diferencia-se do PA pela ausência de um fragmento de aproximadamente 54 
kb e foi detectado em 5 (15,2%) estirpes. O perfil C diferencia-se do PA pela 
presença de uma banda de aproximadamente 550 kb e foi observado em somente 1 
estirpe (3,0%) conforme mostrado na FIGURA 5. 
A enzima secundária AvrII, que foi utilizada apenas para separar as estirpes 
que apresentaram o mesmo perfil de PFGE, ou seja aquelas pertencentes aos 
grupos PA e PB, diferenciou as estirpes de Salmonella Enteritidis em 2 grupos 
designados P1 e P2 (FIGURA 6). As estirpes foram então classificadas como PA/P1, 
PB/P2 e PC/- que contém apenas uma estirpe.  
Entre as 13 estirpes de Salmonella Typhimurium duas foram não tipáveis. 
Oito perfis de PFGE (PD a PK) foram encontrados entre as 11 estirpes restantes. Os 
perfis H e E contem respectivamente 3 e 2 estirpes. As outras estirpes apresentaram 
perfis únicos de PFGE (FIGURA 5). O índice discriminatório da PFGE para o 
sorotipo Salmonella Typhimurium foi de 0,93. A utilização da AvrII indicou que todas 




FIGURA 5 – DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA ENTRE OS ISOLADOS DE 
Salmonella Enteritidis E Salmonella Typhimurium UTILIZANDO A ENZIMA XbaI NA 
PFGE 
 
FONTE: O autor (2016).  
LEGENDA: Dendrograma representando relação genética entre 44 isolados de Salmonella Enteritidis 
e Salmonella Typhimurium. Os números representam a similaridade genética entre as estirpes. A 
coluna “isolado” indica os isolados de Salmonella; “sorotipo” indica os sorotipos encontrados, 
S.Enteritidis – SE e S.Typhimurium – ST. A coluna “TSA” indica os perfis de resistência aos 
antimicrobianos (R0 a R6); a coluna XbaI designa os perfis de PFGE obtidos com a enzima XbaI (PA 
a PK) e a coluna “AvrII” indica os padrões de PFGE com a enzima AvrII (P1 a P4). (-) representa os 
isolados não analisados com AvrII. A coluna “MAPLT” informa os perfis de MAPLT (MI a MIII). Duas 
















































































































































































































































































































































































































































































FIGURA 6 – DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA ENTRE OS ISOLADOS DE 
Salmonella Enteritidis E Salmonella Typhimurium UTILIZANDO A ENZIMA AvrII NA 
PFGE 
 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Perfis de PFGE obtidos utilizando a enzima AvrII para a digestão do DNA genômico. A 
primeira coluna “Isolado” informa os isolados e a segunda coluna “AvrII” os diferentes perfis obtidos 
(P1 a P4). 
 
Todas as estirpes de Salmonella Enteritidis foram resistentes ao ácido 
nalidíxico (perfil R1), portanto não foi possível fazer uma associação com os perfis 
da PFGE. Com relação às estirpes de Salmonella Typhimurium houve diversos 
perfis de resistência aos antimicrobianos, sendo que o perfil R2 (resistente à 





























































































































































































































































Coeficiente de similaridade % 
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5.4 DETERMINAÇÃO DOS PERFIS GENÉTICOS DE Salmonella por MAPLT 
 
 Os produtos de amplificação para cada loci e que determinam os perfis de 
MAPLT estão representados na FIGURA 7. 
 
FIGURA 7 – GÉIS REPRESENTATIVOS  DOS PRODUTOS  DE AMPLIFICAÇÃO DE LOCI  NA 
SUBTIPAGEM POR MAPLT  
 
 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Gel de agarose a 2,0% contendo produtos de PCR para os 7 loci de profagos 
selecionados para a subtipagem por MAPLT. Linha M (figuras A-D) marcador de massa molecular 
100 pb (Axygen). A) linhas 2-3 amplicon para o locus SB26ST64B (477 pb). B) linha 2 amplicons para 
SB46ST64B (401 pb) e SB28ST64B (589 pb); linha 3 amplicon de SB46ST64B (401 pb); linhas 4-5 amplicons 
do loci SB21ST64B (478 pb). C) linhas 2-4 representam amplicons para c1ST64B (548 pb). D) linha 2 
amplicon para gtrAp22 (336 pb); linha 3 amplicons para SB46ST64B e SB28ST64B; linha 4  branco da 
reação; linha 5 produto de que amplificação para gtrBp22 (423 pb).  
 
Os resultados de MAPLT permitiram classificar as estirpes em 3 subtipos 
designados  de MI a MIII, de acordo com o número e tipo de loci identificados nas 


























Os subtipos ao qual pertence cada estirpe estão indicados na FIGURA 5. A 
FIGURA 8 representa a distribuição de cada perfil de MAPLT entre os sorotipos e a 

















B   M   2   3   4   5      





M  2  3  4   
54 
 
FIGURA 8 – RELAÇÃO GENÉTICA ENTRE OS ISOLADOS DE Salmonella COMO DETERMINADO 
POR MAPLT 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Relação genética entre os 46 isolados de Salmonella baseada no perfil de MAPLT. Os 
blocos pretos representam amplificação na PCR para cada locus. Os perfis resultantes estão 
indicados na coluna Perfil MAPLT. O número de isolados de cada sorotipo e a respectiva 
classificação por MAPLT estão indicados nas colunas “S. Enteritidis” e “S.Typhimurium”. A coluna 
“Total de isolados” indica o número total de estirpes de acordo com os perfis de MAPLT.  
  
Todas as estirpes de Salmonella Enteritidis foram classificadas no perfil MI 
de MAPLT. Portanto o genótipo resultante da subtipagem pelos 2 métodos (PFGE e 
MAPLT) resultou nos grupos PA/P1/MI, PB/P2/MI e PC/-/MI, representando 
respectivamente cortes com XbaI, AvrII e resultado do MAPLT. Todas as 13 estirpes 
de Salmonella Typhimurium foram tipáveis por MAPLT, sendo classificadas nos 
perfis MI, MII e MIII. O genótipo resultante da subtipagem por PFGE e MAPLT 
resultou nos grupos PF/-/MIII, PI/-/MIII, PJ/-/MIII, PD/-/MI, PK/-/MIII, PH/P4/MI, 
PE/P3/MII e PG/-/MIII (FIGURA 8). Para as estirpes 68FA e 59FA foi possível 
somente subtipagem por MAPLT e ambas pertencem aos grupos MIII. 
Como indicado na FIGURA 5, dois clusters de Salmonella Enteritidis foram 
encontrados. Um contém as 27 estirpes que apresentam o perfil PA/P1/MI/R1. Entre 
esses, seis foram isolados de pacientes com diarreia esporádica e 20 de pacientes 
envolvidos em 6 surtos alimentares ocorridos entre julho de 2011 e fevereiro de 
2013 (GRÁFICO 1) (respectivamente, estirpes 134-137FA; 214.2-218.2 e 221.2FA; 
248, 250-252FA; 01-02FA; 38-39FA; 17 e 21FA). Interessantemente, a outra estirpe 
com perfil PA/P1/MI/R1 foi isolada de um surto alimentar ocorrido em janeiro de 
2011 representado pelas estirpes 34FA e 35FA as quais exibiram respectivamente, 
perfis PA/P1/MI/R1 e PC/-/MI/R1 (FIGURA 5; FIGURA 6). Os perfis de PFGE são 
relacionados, ou seja, apresentam o mesmo perfil de bandas diferindo por somente 
um fragmento de DNA, mas o MAPLT não foi capaz de distinguir essas estirpes.  
O segundo cluster de Salmonella Enteritidis contem as estirpes 214-216FA, 
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pacientes envolvidos em um surto alimentar ocorrido em novembro de 2010 
(GRÁFICO 1).  
Somente um surto alimentar, ocorrido em junho de 2010 (GRÁFICO 1), foi 
associado ao sorotipo Typhimurium e inclui as estirpes 116-117FA com perfil 
PE/P3/MII/R2 (FIGURA 5; FIGURA 6). As demais estirpes de Salmonella 
Typhimurium foram isoladas de casos esporádicos de diarreia. 
 
GRÁFICO 1- DISTRIBUIÇÃO TEMPORAL DOS 9 SURTOS DE DIARREIA CAUSADOS POR 
Salmonella, NOTIFICADOS NO ESTADO DO PARANÁ ENTRE 2010 E 2013  
 
 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: PE) Perfil E de PFGE com a enzima XbaI. P3) Perfil 3 de PFGE com a enzima ArvII. MII) 
Perfil MII de MAPLT. R2) Perfil R2 de resistência aos antimicrobianos. PB) Perfil B de PFGE XbaI, 
P2) Perfil 2 de PFGE ArvII. MI) Perfil MI de MAPTL. R1) Perfil R1 de resistência aos antimicrobianos. 
PA) Perfil A de PFGE XbaI. P1) Perfil 1 de PFGE ArvII. 
 
5.5 DETERMINAÇÃO DO GRUPO FILOGENÉTICO DE DEC 
 
A determinação do grupo filogenético das DEC foi realizada através de PCR 



































FIGURA 9 – PERFIS REPRESENTATIVOS DA PCR TRIPLEX PARA DETERMINAÇÃO DO GRUPO 
FILOGENÉTICO OBSERVADOS PARA DEC 
 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Gel de agarose a 2,0% com produtos de PCR triplex. A. Linha M. Marcador de massa 
molecular 100 pb (Axygen). Linhas 2-3. Estirpes do grupo filogenético D (amplicons de 279 pb para 
chuA e 152 pb para TspE4.C2. Linhas 4 e 6 estirpes do grupo B1 (amplicon de 152pb - TspE4.C2). 
Linha 5. Estirpe do grupo D (amplicon de 279 pb - chuA). Linha 7. Estirpe do grupo A (amplicon de 
211 pb - yjaA). B) Linhas M. Marcador de massa molecular 100 pb (Axygen). Linha 2. Branco da 
amostra. Linha 3. Estirpe do grupo B2 (amplicons para chuA -279 pb, yjaA -211 pb e TspE4.C2 - 152 
pb).  
 
A classificação das estirpes entre os 4 grupos filogenéticos estão mostrados 
na TABELA 11. Entre as 66 estirpes estudadas 19 (28,8%) foram classificadas como 
grupo A, 10 (15,2%) como grupo B1, 23 (34,8%) como grupo B2 e 14 (21,2%) como 
grupo D. A maioria das estirpes de DEC analisadas pertence aos grupos A e B2 totalizando 
63,6%. 
 
TABELA 11 – DISTRIBUIÇÃO DOS GRUPOS FILOGENÉTICOS POR PATOTIPO DAS ESTIRPES 
DE Escherichia coli DIARREOGÊNICAS 
 
Grupo filogenético 
Patotipo (N) A B1 B2 D 
aEPEC (38) 13 6 11 8 
tEPEC (1) - - 1 - 
STEC (4) - - - 4 
EAEC (19) 5 4 8 2 
DAEC (3) - - 3 - 
EIEC (1) 1 - - - 
Total 19 10 23 14 
FONTE: O autor (2016). 
 
Entre os dois patotipos com maior número de isolados, aEPEC (38) e EAEC 
(19), as estirpes foram distribuídas entre os 4 grupos filogenéticos. Entre as estirpes 
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de aEPEC os grupos A e B2 somados correspondem a 63,2% das estirpes e para 
EAEC 68,4%. 
 
5.6 DETECÇÃO DOS GENES ADICIONAIS DE VIRULÊNCIA DE DEC 
 
A pesquisa dos 10 genes de virulência nas estirpes de DEC mostrou que 57 
(86,4%) estirpes contém 1 ou mais genes adicionais de virulência como indicado na 
TABELA 12. O gene mais frequente entre as estirpes foi astA detectado em 31 
(47,0%) delas.  
 
TABELA 12 – DISTRIBUIÇÃO DOS GENES DE VIRULÊNCIA POR PATOTIPO DE DEC 
Genes de Virulência  
Patotipo (N) Iha ehxA nleE NleB KatP astA efa1/lifA pic aggR subAB 
aEPEC (38) 6 - 14 14 - 21 7 - - - 
tEPEC (1) - - 1 1 - - - - - - 
STEC (4) 3 3 1 1 1 - 1 - - - 
EAEC (19) 12 - - - - 8 - 6 18 - 
DAEC (3) 2 - - - - 1 - - - - 
EIEC (1) - - - - - 1 - - - - 
Total 23  3 16 16 1 31 8 6 18 0 
FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: o sinal (-) significa ausência de amplificação.  
 
Nove estirpes (13,7%), incluindo 7 aEPEC, 1 EAEC e 1 DAEC não 
apresentaram nenhum dos 10 genes testados. A distribuição do total de estirpes de 
DEC para cada gene de virulência foi de 47% para astA,  34,8% para iha, 27,3% 
para aggR, 24,2% para nleE e nleB, 12,1% para efa1/lifA, 9,1% para pic, 4,5% para 
ehxA e 1,5% para katP. 
As combinações dos genes de virulência por patotipo estão representados 
nos GRÁFICOS 2, 3 e 4, exceto para tEPEC que apresentou nleE e nleB  e EIEC 








GRÁFICO 2- GENES ADICIONAIS DE VIRULÊNCIA EM aEPEC 
FONTE: O autor 2016. 
 
Entre as estirpes do patotipo aEPEC, além de eae 31 (82%) estirpes 
apresentaram um ou mais dos genes adicionais de virulência pesquisados. 
 
GRÁFICO 3- GENES ADICIONAIS DE VIRULÊNCIA EM EAEC 
FONTE: O autor 2016. 
 
Entre as estirpes do patotipo EAEC somente uma estirpe não apresentou 






















































FONTE: O autor 2016.  
LEGENDA: A) Genes adicionais de virulência em STEC. B) Genes adicionais de virulência em DAEC. 
 
 
5.7 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS PARA DEC  
 
Dentre as 66 estirpes analisadas 45 (68.2%) foram resistentes a um ou mais 
dos antimicrobianos testados. Foi encontrada resistência a 6 dos 15 antimicrobianos 
testados (ampicilina, cefalotina, ciprofloxacina, sulfametoxazol/trimetoprim, 
gentamicina e tetraciclina).  Resistência mais comum entre as estirpes foi observada 
para ampicilina (51,5%), cefalotina (39,4%) e tetraciclina (22,7%). Além disso, 21,2% 
das estirpes foram resistentes ao sulfametoxazol/trimetoprim. Somente uma estirpe 
foi resistente à ciprofloxacina (1,5%) e duas à gentamicina (3,0%).  
As estirpes foram classificadas nos perfis R0 a R15 de acordo com o número 
e tipo de antimicrobianos aos quais apresentaram resistência, como descrito na 































TABELA 13 – PADRÃO DE RESISTÊNCIA AOS ANTIMICROBIANOS DAS ESTIRPES DE Escherichia coli DIARREOGÊNICAS 
Antimicrobiano(s) Patotipo/ (Número de estirpes) Perfil de Resistência 
Nenhum aEPEC (13), EAEC (6), tEPEC (1), STEC (1) R0 
Ampicilina aEPEC (5), EAEC (5), DAEC (2) R1 
Ampicilina, Cefalotina aEPEC (6) R2 
Ampicilina, Cefalotina, Sulfametoxazol/trimetoprim aEPEC (1), STEC (1), EIEC (1) R3 
Ampicilina, Cefalotina, Sulfametoxazol/trimetoprim, Tetraciclina aEPEC (4), EAEC (2) R4 
Ampicilina, Sulfametoxazol/trimetoprim aEPEC (1), DAEC (1) R5 
Ampicilina, Tetraciclina EAEC (1) R6 
Ampicilina, Cefalotina, Gentamicina EAEC (2) R7 
Ampicilina, Cefalotina, Ciprofloxacina, Tetraciclina aEPEC (1) R8 
Sulfametoxazol/trimetoprim aEPEC (1) R9 
Cefalotina aEPEC (1), EAEC (1), STEC (2) R10 
Tetraciclina aEPEC (2) R11 
Sulfametoxazol/trimetoprim, Tetraciclina aEPEC (1) R12 
Cefalotina, Tetraciclina aEPEC (1), EAEC (1), R13 
Cefalotina, Tetraciclina, Sulfametoxazol/trimetoprim aEPEC (1) R14 
Ampicilina, Cefalotina, Tetraciclina EAEC (1) R15 
FONTE: O autor (2016). 
 
Catorze DEC incluindo 7 aEPEC,1 STEC e 6 EAEC apresentaram multirresistência incluindo ampicilina, cefalotina, 





5.8 DETERMINAÇÃO DOS PERFIS GENÉTICOS DE DEC POR PFGE 
 
Para as estirpes de DEC a digestão do DNA cromossomal para a PFGE foi 
realizada apenas com a enzima XbaI. Apenas uma estirpe foi não tipável pela 
PFGE.  
Entre as 65 estirpes de DEC foram observados 59 perfis distintos de PFGE 
DNA (FIGURA 10), que compreendem de 14-24 bandas com tamanhos variando 
entre 20,5 e 668 kb. Os perfis foram denominados de P1 a P59 de acordo com o 
número e tamanho de bandas que possuem.  
Dentre as estirpes de aEPEC foram encontrados 34 perfis diferentes de 
bandas, sendo que dentre eles, 4 perfis (P5, P44, P45 e P59) foram compartilhados 
por duas estirpes cada.  
Dentre as 19 estirpes de EAEC, uma foi não tipável pela PFGE (estirpe 
245OF). As 18 restantes foram classificadas em 16 perfis distintos, sendo que 2 
deles, perfis P34 e P53, foram comuns a duas estirpes cada.  
Para os patotipos de STEC e DAEC os perfis gerados foram todos diferentes 
entre si. As tEPEC e EIEC estão representadas apenas por uma estirpe cada 


















FIGURA 10 – DENDROGRAMA DE SIMILARIDADE GENÉTICA ENTRE OS ISOLADOS DE 




















































































































































































































































































































































































































































































Coeficiente de similaridade % 





FONTE: O autor (2016). 
LEGENDA: Dendrograma representando a relação genética entre 65 isolados de Escherichia coli 
diarreogênicas. Os números representam a porcentagem de similaridade entre os isolados com base 
nos perfis de PFGE. Coluna “isolado” descreve os isolados de DEC; Coluna “Patotipo” representa os 
patotipos de DEC; Coluna TSA indica os perfis de resistência aos antimicrobianos (R0 a R15); Coluna 
“Filogrupo” informa os grupos filogenéticos; Coluna “Pulsotipo” designa os perfis de PFGE (P1-P59). 
Uma estirpe de EAEC foi não tipável por PFGE. 
 
Não foi observada relação entre os perfis de resistência aos antimicrobianos 
e os perfis de PFGE. 
 
 Esses resultados mostram uma grande heterogeneidade genética entre os 
isolados de DEC. Todas as amostras são provenientes de casos esporádicos de 
diarreia o que poderia explicar em parte essa diversidade entre os isolados clínicos. 
E também indica que diversos tipos genéticos dentro de cada patotipo são capazes 






















































































































































A análise epidemiológica tem por finalidade avaliar se múltiplos isolados de 
uma bactéria particular representa a disseminação de um mesmo organismo (clone). 
Nesse contexto a epidemiologia busca identificar características do isolado que 
permitam uma avaliação mais acurada. Assim, várias abordagens baseadas na 
análise de DNA foram desenvolvidas para avaliar o grau de relação genética entre 
os isolados. Esses métodos têm sido utilizados para tipagem de estirpes na 
investigação de surtos e também para a análise da população de uma espécie 
bacteriana 178; 179.  
Salmonella é uma das causas mais frequentes de gastroenterite bacteriana 
aguda, causa importante de morbidade e mortalidade em todo o mundo e um grave 
problema de saúde pública 31; 141; 142; 180. 
O desenvolvimento de métodos rápidos e sensíveis para a detecção e 
caracterização de Salmonella pode ter um impacto significativo sobre a incidência de 
doenças causadas por este patógeno 147. 
Neste trabalho a utilização de um método para identificação e sorotipagem 
molecular simultâneas de Salmonella baseado em PCR 148 mostrou-se adequado 
para uso na rotina laboratorial. Aliado à extração de DNA pelo método da fervura 
apresenta bom custo-benefício permitindo a rápida identificação dessas bactérias.  
Todos os 46 isolados tiveram sua identificação confirmada como Salmonella 
enterica subsp. enterica sorotipos Enteritidis (33 - 71,7%) ou Typhimurium (13 - 
28,3%). Esses são os principais sorotipos isolados em nosso país16; 24; 25; 181; 182 e 
também em várias outras regiões do mundo 144; 180; 183; 184; 185; 186.  
A sorotipagem tradicional é baseada na identificação dos antígenos 
somático (O) e flagelar (H) através da aglutinação bacteriana com antisoros 
específicos 146; 147; 152. No entanto, a sorotipagem tem várias desvantagens tais como 
reações falso positivas resultantes de aglutinação fraca ou inespecífica, isolados não 
tipáveis devido à auto-aglutinação e perda da expressão do antígeno em estirpes 
rugosas e imóveis, além do custo dos antisoros 147; 152.  
Considerando que Salmonella enterica apresenta cerca de 2500 sorotipos, 
os métodos de sorotipagem por PCR ainda são limitados uma vez que até o 
momento foram desenvolvidos testes para o reconhecimento de um número restrito 
de sorotipos. No entanto, esses ensaios permitem a identificação dos sorotipos mais 
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comuns de Salmonella e vários ensaios de PCR-multiplex estão descritos na 
literatura 147; 148; 149.  
Além disso, a identificação baseada em PCR do gênero e dos sorotipos mais 
frequentes em cada região geográfica pode permitir um diagnóstico confiável, rápido 
e custo efetivo de Salmonella além de ser um suporte valioso para o monitoramento 
epidemiológico. Isso é ainda mais importante em regiões como a nossa onde a 
sorotipagem não é realizada de rotina.  
Neste estudo foram analisadas estirpes isoladas de doentes envolvidos em 9 
surtos de diarreia notificados no Paraná no período compreendido entre junho de 
2010 a fevereiro de 2013.  Oito dos 9 surtos  foram associados à Salmonella 
Enteritidis. A predominância desse sorotipo em surtos de doenças de origem 
alimentar foi também observada no Brasil por outros autores 16; 24; 187 e foi também 
descrito em outros países 31; 188.  
A sorotipagem de Salmonella é útil nos programas de vigilância como ponto 
de partida para a identificação do patógeno, confirmação e rastreamento da fonte de 
surtos, além de permitir também uma comparação mundial 147; 152; 183; 189.  
No entanto, a sorotipagem não fornece o nível de discriminação requerido 
para as investigações de surtos, uma vez que não possui capacidade suficiente para 
determinar o fingerprint das estirpes 147; 152.  
Os métodos de tipagem devem ser capazes não só de identificar estirpes 
associadas a surtos, mas também de distinguir entre estirpes de um mesmo sorotipo 
que são estreitamente relacionadas, mas geneticamente distintas o que requer um 
sistema de tipagem de alta resolução 158.  
Diversos métodos moleculares de tipagem vêm sendo utilizados, mas devido 
à alta capacidade discriminatória, robustez e reprodutibilidade a PFGE é 
considerada o padrão ouro para subtipagem de enteropatógenos 147; 176.  
No entanto, a PFGE é uma técnica demorada e trabalhosa além de não 
exibir a mesma sensibilidade com todos os sorotipos 147. 
MAPLT é uma metodologia desenvolvida mais recentemente. É baseada em 
PCR para a detecção de loci de fagos encontrados no genoma de Salmonella 159. É 
uma técnica rápida e fácil de realizar além de não requerer equipamento 
especializado o que é uma vantagem em relação à PFGE. Além disso, a utilização 
de metodologia baseada em PCR pode ser útil em investigações de surtos onde a 
fonte deve ser rapidamente identificada 158; 190. 
66 
 
MAPLT mostrou boa resolução quando testado com isolados de Salmonella 
fenotipicamente relacionados, mas epidemiologicamente distintos apresentando 
maior discriminação em termos de número de perfis que os gerados pela PFGE 159; 
160 ou pelo menos igual 158.  
No presente estudo foram selecionados 7 entre os loci de fagos que 
apresentaram resultados mais discriminatório entre Salmonella Enteritidis ou 
Salmonella Typhimurium 159; 160; 168. No entanto, enquanto 3 perfis de PFGE foram 
observados para Salmonella Enteritidis, somente 1 foi observado pelo MAPLT 
(FIGURA 5; FIGURA 8) indicando que o ensaio não foi capaz de diferenciar essas 
estirpes. Para o sorotipo Salmonella Typhimurium, 8 perfis de PFGE foram 
encontrados contra 3 de MAPLT (FIGURA 5), também indicando que o último ensaio 
apresenta menor poder discriminatório que a PFGE. Esses dados se contrapõem 
aos apresentados por Ross e Heuzenroeder 159; 160 e Ross, Parkinson e 
Heuzenroeder 168 que mostraram um maior poder discriminatório do MAPLT.  
Muitas vezes, loci particulares não fornecem diversidade alélica suficiente 
para a separação máxima de isolados 158. Além disso, é possível que um maior 
número e/ou um conjunto diferente de primers para MAPLT possam permitir uma 
melhor discriminação.  
Também é relevante considerar que a PFGE demonstrou uma baixa 
habilidade discriminatória (D = 0,32) para Salmonella Enteritidis detectando somente 
3 grupos entre as 33 estirpes as quais apresentaram coeficiente de similaridade de 
Dice de 94,6% (FIGURA 5). Esses resultados indicam que essas estirpes são 
altamente relacionadas geneticamente. Uma elevada similaridade entre isolados de 
Salmonella Enteritidis tem sido observada em outros estudos 25; 191; 192, indicando a 
natureza clonal da bactéria, o que poderia justificar o baixo índice de discriminação 
observado.  
As estirpes que apresentaram o perfil PA de PFGE (FIGURA 5) foram 
associadas com 7 de 8 surtos causados por Salmonella Enteritidis. Ainda existem 
poucos estudos sobre tipagem molecular de isolados de Salmonella no Brasil 26; 27; 28; 
29, mas aparentemente o mesmo perfil de PFGE (PA) foi também o mais comum 
entre as estirpes de Salmonella Enteritidis associadas com surtos de origem 
alimentar ocorridos no estado do Rio Grande do Sul 25, sugerindo a propagação de 
um clone da bactéria entre humanos no sul do país. 
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Além disso, esse perfil foi observado na maioria das estirpes de Salmonella 
Enteritidis isoladas de pacientes com casos esporádicos de diarreia em Taiwan 193 
onde foi designado como perfil X3. Esse foi também o pulsotipo mais comum 
encontrado num estudo multi-centro internacional incluindo 9 países Europeus 
designado como SENTXB.0001 naquele estudo 194. Esses dados sugerem que 
estirpes de Salmonella Enteritidis apresentando esse perfil de PFGE são 
amplamente disseminadas ao redor do mundo. 
Em relação às alternativas para tratamento apenas 4 estirpes de Salmonella 
foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados. A principal resistência 
apresentada foi ao ácido nalidíxico (84,7%) seguida por tetraciclina (10,9%), 
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e cloranfenicol (6,5% cada). Maragkoudakis et 
al 195 observaram a emergência da resistência à ampicilina, cloranfenicol e ácido 
nalidíxico em estirpes de Salmonella isoladas no período de 2007-2010 na Grécia. 
Este padrão de resistência é similar aos resultados observados nas estirpes 
analisadas no presente trabalho. Em um estudo realizado em Salvador (BA), Diniz-
Santos et al 196 mostraram que estirpes de Salmonella isoladas de crianças com 
diarreia, apresentaram resistência à ampicilina, ciprofloxacina e sulfametoxazol/ 
trimetoprim. Em nosso estudo não foi observada resistência à ciprofloxacina entre as 
estirpes isoladas, no entando, resistência à ampicilina e sulfametoxazol/ trimetoprim 
foram frequentes. Estes resultados indicam que a resistência a drogas é comum 
entre Salmonella, mas sugerem que há diferenças no perfil de resistência de 
diferentes regiões geográficas. 
Três estirpes de Salmonella do sorotipo Typhimurium apresentaram 
resistência à 3 ou mais antimicrobianos de classes distintas (multirresistência) 
incluindo ácido nalidíxico, ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclina e 
cloranfenicol (TABELA 10), o que reduz as alternativas terapêuticas para pacientes 
que requeiram tratamento. 
 
A análise filogenética mostrou que a maioria das estirpes de DEC analisadas 
pertence aos grupos A e B2. A predominância do grupo filogenético entre DEC pode 
variar de acordo com o país e região. Estudos realizados na Colômbia 197, Líbia 38 e 
Costa Rica 39 mostraram que a maioria dos isolados pertencia aos grupos A e B1 
totalizando 55%, 70% e 64% respectivamente.  
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Entre os dois patotipos com maior número de isolados, aEPEC e EAEC, as 
estirpes foram distribuídas entre os 4 grupos filogenéticos predominando os grupos 
A e B2. Diferentes estudos mostram variação na distribuição das DEC entre os 
grupos filogenéticos com aEPEC classificadas principalmente nos grupos A e B1 e 
B2 enquanto que EAEC varia igualmente dentro dos 4 grupos filogenéticos 38; 39; 40. 
Embora aparentemente haja predomínio dos grupos B2 e A na amostra analisada, 
estudos com maior número de isolados devem ser realizados para esclarecer a 
distribuição das DEC nos grupos filogenéticos.  
 
A pesquisa dos genes acessórios de virulência permitiu verificar que em 
cada patotipo existem diferentes combinações, o que pode contribuir de forma 
distinta para a virulência de cada estirpe além de mostrar heterogeneidade entre 
elas.   
O gene aggR que codifica para o regulador de um conjunto de genes de 
virulência de EAEC 128 foi detectado apenas entre as estirpes deste patotipo 
(TABELA 12). Na maior parte das EAEC analisadas (95%) foi observada a 
amplificação de um fragmento de aggR, o que permite que sejam classificadas como 
EAEC típicas. Apenas uma EAEC não apresentou esta característica. Diversos 
estudos, realizados no Brasil e no exterior, tem mostrado que as EAEC típicas estão 
mais frequentemente associadas com diarreia 198; 199; 200; 201. No entanto, na amostra 
analisada neste estudo, exceto pela estirpe atípica que foi isolada de controle 
saudável, as demais foram igualmente distribuídas entre doentes e controles. 
Entre as estirpes de EAEC também foi detectado o gene pic. O produto 
deste gene, encontrado em apenas 6 estirpes de EAEC em nosso estudo, confere à 
bactéria vantagens na colonização do intestino do hospedeiro uma vez que tem 
atividade de mucinase. Além disso, facilita a formação de biofilme por induzir a 
hipersecreção de muco 125; 134. Estudos mostram uma grande variação na frequência 
deste gene entre as estirpes de EAEC. No Brasil, uma análise realizada entre 
estirpes desse patotipo provenientes de cinco diferentes regiões do país, mostra o 
gene pic com uma frequência de 16% 202 enquanto que em outro estudo realizado 
em São Paulo, a frequência foi de 48% 198. Essa mesma diversidade em relação à 
frequência de pic em EAEC foi observada em estirpes de outros países, nas quais 
variou entre 12% a 88,9% 38; 203; 204; 205. 
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Entre as 66 estirpes de DEC analisadas, o gene que apresentou maior 
frequência foi o astA. Este gene codifica para a enterotoxina de EAEC (EAST1) que 
foi inicialmente associada com diarreia aquosa 125; 206. No entanto isso é controverso 
uma vez que esse gene tem sido encontrado em E.coli comensais e há estudos 
mostrando uma associação negativa em diarreia 125; 169. O gene astA foi detectado 
entre as estirpes de EAEC, mas também em aEPEC, DAEC e EIEC. Estudos prévios 
reportaram que astA não é restrito a isolados de EAEC podendo ser encontrada nos 
outros 6 patotipos (tEPEC, aEPEC, EAEC, STEC, EIEC e DAEC) e associado com 
diarreia 81; 207; 208; 209; 210.  
O gene que codifica para a toxina multifatorial, efa1/lifA, foi detectado com 
baixa frequência entre as estirpes de aEPEC e STEC analisadas. O produto deste 
gene tem função tanto de adesina, importante na adesão às células epiteliais, 
hemaglutinação e auto agregação dessas estirpes, quanto de toxina que inibe a 
ativação de linfócitos e foi associado com o desenvolvimento da diarreia e 
complicações sistêmicas 69; 70; 71. Entre as DEC analisadas, aEPEC foi o patotipo no 
qual foi observada maior frequência deste gene. Em estudos realizados no Brasil 
efa1/lifA foi detectado em estirpes de aEPEC e tEPEC com taxas de positividade 
que variam de 20% a 62%104; 208; 211; 212.  
 
O segundo gene presente em maior frequência nas DEC foi o iha, cujo 
produto, é uma proteína de adesão envolvida na colonização bacteriana 103. Embora 
este gene tenha sido inicialmente descrito em estirpes do patotipo STEC 101, no 
presente estudo ele foi detectado em estirpes de STEC, aEPEC, EAEC e DAEC. A 
presença do gene iha em estirpes de outros patotipos que não STEC foi relatada 
também por outros autores. Scalestky et al 104  foram os primeiros a reportarem a 
presença de iha em estirpes do patotipo aEPEC isoladas crianças de diferentes 
cidades brasileiras, numa frequência de 21,7%. Dos santos et al 105 também 
reportaram a presença de iha em estirpes de EAEC isoladas de casos de diarreia no 
Brasil com uma frequência de 67%, frequência similar à encontrada nesse estudo 
(63,2% em EAEC).  
Os genes nleE e nleB foram mais frequente no patotipo aEPEC (36.8%). Os 
resultados relatados por Scaletsky et al  104 indicam frequência de 36,9% para nleE e 
nleB em aEPEC  valor semelhante ao aqui encontrado. Assim como no estudo 
realizado por Afset et al 169 os genes nleE e nleB foram detectados sempre juntos 
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nas estirpes, o que é consistente com a localização no cromossomo de EPEC e 
EHEC 169; 213.  
Os genes ehxA e katP foram detectados em baixa frequência e apenas  
entre as  STEC (TABELA 12). Tanto ehxA quanto katP são codificados no plasmídeo 
pO157 presente em algumas estirpes de STEC 99 e a frequência baixa poderia ser 
atribuída ao pequeno número amostral desse patotipo no presente estudo. 
Portanto, enquanto os genes aggR e pic, katP e ehxA foram associados de 
modo restrito a EAEC e STEC respectivamente, iha, nleE, nleB e astA apresentaram 
uma distribuição mais ampla entre os patotipos de DEC.  
A virulência é uma característica multifatorial e diversos genes são 
codificados em plasmídeos, fagos e ilhas de virulência 13;14.  A transmissão 
horizontal desses genes entre as bactérias poderia, em parte, justificar a 
heterogeneidade na distribuição dessas características entre as estirpes analisadas. 
 
O teste de sensibilidade aos antimicrobianos revelou que grande parte das 
estirpes (68.2%) foi resistente a um ou mais dos antimicrobianos testados sendo a 
resistência à ampicilina a mais comum.  Esses dados corroboram com estudos 
prévios realizados no Brasil nos quais a resistência à ampicilina está entre as 
principais nos isolados de DEC 214; 215; 216. A resistência à cefalotina e tetraciclina foi 
observada em 22.7% e 39.5% das estirpes de DEC respectivamente. Estudos 
realizados no Brasil e em outros países mostram resistência frequentemente 
elevada à tetraciclina entre os isolados de DEC 214; 215; 217; 218, porém, a resistência à 
cefalotina, também relatada por outros autores, parece ser menos comum 215; 219; 220. 
Esses dados mostram que a resistência observada entre as estirpes de E.coli 
diarreogênicas isoladas no Paraná segue um padrão a quatro drogas principais 
(ampicilina, cefalotina, tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim), deixando dessa 
forma, várias opções de terapia, quando esta se fizer necessária. 
 
Entre as estirpes de aEPEC quatro perfis de PFGE foram compartilhados 
por duas estirpes cada um: P5 compreende as estirpes 100FA e 35FA,  P44  381CD 
e 396CD,  P45 420CD e 422CD e  P59 132OF e 405CD (FIGURA 10). Todas essas 
estirpes foram isoladas de pessoas com casos esporádicos de diarreia, não de 
surtos e apresentam também outras características em comum. As estirpes 100FA e 
35FA pertencem ao grupo filogenético A, não apresentam resistência a nenhum 
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antimicrobiano testado e apresentam o mesmo perfil de virulência exibindo apenas 
astA. O mesmo vale para as estirpes 381CD e 396 CD que pertencem ao grupo 
filogenético A e perfil de resistência R1 (ampicilina) e presença apenas de astA 
como gene adicional de virulência. As estirpes 420CD e 422CD também foram 
indistinguíveis, pertencem ao grupo filogenético A, apresentam o perfil de resistência 
R4 a contém os genes astA e iha. Portanto essas bactérias constituem 3 clones. Por 
outro lado, as estirpes 132OF e 404CD que apresentam o mesmo perfil de PFGE 
P59, pertencem ao grupo filogenético B2 e contém os genes de resistência astA, 
nleE, nleB, efa1/lifA, diferem em relação a resistência aos antimicrobianos. Enquanto 
404CD foi sensível a todos os antimicrobianos testados, a estirpe 132OF apresentou 
resistência à tetraciclina. Entretanto os resultados dos testes moleculares sugerem 
que ambas pertencem a um mesmo clone. Não podemos descartar a possibilidade 
de que o gene de resistência seja codificado em plasmídeo cujo tamanho seja 
abaixo da faixa analisada na PFGE e que tenha sido perdido na estirpe 404CD.   
Entre as EAEC, também foram observadas bactérias que apresentaram 
mesmo perfil de PFGE. O perfil P34 contém as estirpes 173OF e 225 OF, ambas 
suscetíveis a todos os antimicrobianos testados, pertencentes ao grupo filogenético 
B2 e perfil de virulência aggR, iha e pic. No perfil P53 estão as estirpes 191OF e 
66OF que também pertencem ao grupo filogenético B2, apresentam resistência à 
ampicilina e  tem perfil de virulência aggR, astA e iha. Portanto representam 2 clones 
que estão associados com diarreia esporádica.  
Nenhuma relação foi observada entre os perfis do PFGE e os genes de 






Dois sorotipos de Salmonella foram encontrados, Salmonella Typhimurium e 
Salmonella Enteritidis que foi o sorotipo predominante.  
Foram identificados 3 perfis de PFGE para Salmonella Enteritidis e 8 para 
Salmonella Typhimurium. 
Salmonella Enteritidis perfil PA/P1/M1/R1 foi prevalente nos casos 
esporádicos e surtos de diarreia notificados. 
Salmonella Enteritidis analisadas apresentaram elevada similaridade 
genética (94,6%), o que está relacionado com o baixo número de perfis observados 
na PFGE e MAPLT. 
Salmonella Typhimurium apresentou maior diversidade 
A subtipagem por MAPLT foi menos discriminatória que PFGE. 
Todas as estirpes de Salmonella Enteritidis apresentaram resistência 
somente ao ácido nalidíxico restando, portanto diversas alternativas para o 
tratamento das infecções por essa bactéria. 
Entre as estirpes de Salmonella Typhimurium foram encontradas bactérias 
susceptíveis a todos os antimicrobianos testados, bem como multirresistentes. 
 
As DEC foram classificadas entre os 4 grupos filogenéticos, mas 
predominantemente A e B2. 
A presença de um ou mais genes de virulência adicionais foi detectada em 
88% das DEC sendo astA o mais comum. 
Resistência a um ou mais antimicrobianos foi observada em 68,2% das 
DEC, sendo a resistência à ampicilina a mais comum. 
 Multirresistência foi observada em 21% das DEC. 
Uma elevada diversidade genética foi observada entre as DEC, com relação 
aos perfis de PFGE, classificação filogenética e distribuição dos genes de virulência. 
 
Os resultados deste trabalho trazem informações importantes sobre a 
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